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RESUME 
 
De nombreux tissus adultes contiennent des cellules souches et/ou progénitrices qui contribueraient à  
leur croissance et à leur régénération. Ces cellules souches adultes sont localisées dans un 
microenvironnement spécialisé, appelé niche, qui régule leur prolifération, leur mobilisation et leur 
différenciation. Le tissu adipeux (TA) serait un des tissus adultes contenant des cellules 
souches/progénitrices, potentiellement capables de se différencier in vitro en de nombreux types 
cellulaires. Des travaux précédents menés au sein de l’équipe ont montré que les cellules 
souches/progénitrices du TA étaient contenues dans la fraction cellulaire CD34+/CD31- et qu’elles 
avaient des capacités adipogéniques et angiogéniques. Alors que de nombreux travaux s’intéressent, 
pour une utilisation éventuelle en thérapie cellulaire, à ces cellules souches/progénitrices dites de type 
mésenchymateux en les isolant par leur propriété d’adhérence au plastique, peu de données sont 
disponibles concernant la caractérisation phénotypique et génotypique de ces cellules à l’état natif 
ainsi que l’influence de leur microenvironnement et de l’état d’obésité sur leur nombre, leurs capacités 
de prolifération et de différenciation. 
Dans un premier temps, nos travaux ont montré que les cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- 
avaient une localisation périvasculaire ainsi que stromale au sein du TA humain et qu’elles étaient 
hétérogènes en terme de marqueurs de surface ; elles expriment à la fois des marqueurs des cellules 
souches hématopoïétiques et mésenchymateuses et malgré leur localisation périvasculaire, elles 
n’expriment pas de marqueurs des péricytes. De plus, l’augmentation avec le niveau d’obésité de 
l’expression génique de marqueurs de l’adipogénèse par les cellules souches/progénitrices suggère 
leur engagement dans la voie adipocytaire. Dans un second temps, nous avons montré, in situ, qu’une 
fraction de cellules CD34+/CD31- était en phase de prolifération et que cette prolifération était 
augmentée chez les sujets obèses. L’étude des facteurs du microenvironnement pouvant réguler la 
prolifération a montré que les sécrétions des adipocytes matures et des cellules endothéliales 
capillaires (CECs) ainsi qu’un environnement hypoxique augmentaient la prolifération des cellules 
CD34+/CD31- alors que des facteurs macrophagiques l’inhibaient. De plus, nous avons montré que les 
CECs sécrétaient un facteur chimiotactique, le SDF-1 (stromal derived factor-1), qui induit la 
migration des cellules CD34+/CD31- du TA par interaction avec son récepteur, le CXCR-4. Enfin, 
concernant le contrôle de la différenciation des cellules souches/progénitrices par le 
microenvironnement tissulaire, nous avons montré, in vitro dans nos conditions de culture, que les 
sécrétions des adipocytes, des macrophages et des CECs avaient des effets pro-angiogéniques et anti-
adipogéniques.  
L’ensemble de ce travail a ainsi permis de caractériser l’influence de la « niche adipeuse » sur le 
contrôle de l’activité de prolifération, de migration et de différenciation des cellules 
souches/progénitrices natives du TA. 
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NK : Natural killer 
 
-O- 
OMS : Organisation mondiale de la santé 
 
-P- 
PGE2 : Prostaglandine E2 
PPARγ : Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma 
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-R- 
RT-PCR : Real Time Poly Chain Reaction 
 
-S- 
SCF : Stem Cell Factor 
SDF-1 : Stromal derived factor-1 
Slamf1 : Signaling lymphocyte activation molecule familly member 1 
αSMA : alpha Smooth Muscle Actin 
SP : Side population 
SSEA : Stage-specific embryonic antigen 
ST-HSC : Short term-hematopoietic stem cell 
SVF : Sérum de veau fœtal 
 
-T- 
T3 : Triiodothyronine 
TA : Tissu adipeux 
TAG : Triacylglycérol 
TDGF1 : Teratocarcinoma-derived growth factor1 
TG : Triglycéride 
TGFβ : Transforming growth factor β 
TIMP : Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 
TNFα : tumor necrosis factor α 
TSH : thyroid stimulating hormone  
 
-U- 
UCP-1 : Uncoupling Protein-1 
 
-V- 
VCAM-1 : Vascular cell adhesion molecule-1 
VEGF : Vascular endothelial growth factor 
VLDL : Very low density lipoprotein 
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Le surpoids touche, aujourd’hui, environ 1,6 milliard d’adultes dans le monde et au moins 
400 millions d’adultes sont obèses. L’obésité est à l’origine du développement de nombreuses 
maladies telles que des maladies cardio-vasculaires, le diabète de type 2, des dyslipidémies et 
des cancers. Les causes de l’obésité sont multiples et dépendent autant de facteurs génétiques 
que de facteurs environnementaux. L’obésité est la conséquence d’une croissance excessive 
du tissu adipeux (TA). En effet, le TA est un tissu extrêmement plastique qui peut se 
développer chez l’adulte de manière importante et qui contient des cellules souches et/ou 
progénitrices de phénotypes semblables aux cellules mésenchymateux. 
 
De nombreux tissus adultes tels que la moelle osseuse, l’intestin, la peau ou encore les 
muscles contiennent des cellules souches et/ou progénitrices qui contribueraient à leur 
croissance et/ou régénération tout au long de la vie. Ces cellules souches/progénitrices adultes 
sont localisées dans un microenvironnement spécialisé, appelé niche, qui régule leur 
prolifération, leur mobilisation et leur différenciation. Elles sont largement étudiées afin de 
comprendre les processus physiologiques dans lesquels elles sont impliquées mais sont aussi 
de plus en plus étudiées comme outil thérapeutique dans le but de réparer un organe 
endommagé ou pour traiter des maladies dégénératives telles que les maladies de Parkinson et 
d’Alzheimer. Le TA pourrait être un de ces organes renfermant des cellules souches et/ou 
progénitrices facilement isolables et utilisables pour la thérapie cellulaire. 
 
Une meilleure connaissance des cellules souches/progénitrices du TA et plus particulièrement 
du contrôle de leur prolifération, de leur différenciation et de leur migration est nécessaire, 
d’une part, à la compréhension des mécanismes impliqués dans le développement du TA qui a 
lieu lors de la mise en place de l’obésité mais aussi d’autre part pour une utilisation potentielle 
de ces cellules comme outil thérapeutique. 
 
Dans l’introduction de ce manuscrit nous allons décrire dans une première partie les différents 
grands types de cellules souches ainsi que leur microenvironnement et le contrôle qu’il exerce 
sur leur biologie, puis nous aborderons l’utilisation des cellules souches en thérapie cellulaire. 
Enfin dans une troisième partie nous nous intéresserons au TA, à ses fonctions et à sa 
composition cellulaire et notamment aux cellules souches/progénitrices qu’il contient. 
 
Ensuite, nous aborderons les travaux de recherche qui constituent notre travail de thèse. 
Seront ainsi abordés la caractérisation phénotypique des cellules souches/progénitrices du TA 
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et leur localisation au sein du TA ainsi que le contrôle exercé par le microenvironnement sur 
leur activité de prolifération, différenciation et migration. 
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I. Les cellules souches et leur niche  
I.1.  Qu’est ce qu’une cellule souche ? 
Une cellule souche est une cellule indifférenciée ayant un potentiel de différenciation en au 
moins un type cellulaire. D’un point de vue cytologique, une cellule souche a un rapport 
nucléo/cytoplasmique élevé, c’est-à-dire peu de cytoplasme, peu d’organelles et un noyau 
sphérique proéminent. Elle se caractérise par : 
- son auto-renouvellement qui est la capacité pour une cellule de proliférer 
indéfiniment tout en maintenant un état indifférencié et donc toutes les potentialités des 
cellules souches. Les cellules souches peuvent se multiplier par division symétrique ou 
asymétrique. On distingue la division symétrique homoplastique qui correspond à la 
division cellulaire qui génère deux cellules filles identiques à la cellule mère et qui seront 
destinées à acquérir le même devenir (Figure 1 A). En général, ce type de division cellulaire 
est utilisé par les cellules souches embryonnaires mais aussi en cas de lésion pour régénérer le 
stock de cellules. Les cellules souches peuvent aussi effectuer une division symétrique 
hétéroplastique : les deux cellules filles produites seront identiques mais plus différenciées 
que la cellule mère. Les cellules souches ont aussi une caractéristique essentielle qui est leur 
capacité à générer simultanément des copies identiques d’elle-même et des cellules filles 
différenciées par division asymétrique (Figure 1 A) (abordé plus tard dans le paragraphe 
I.3.2.a)). 
- ses potentialités de différenciation qui sont les capacités pour une cellule de se 
différencier en un ou plusieurs types de cellules matures. Selon leurs capacités de 
différenciation, on distingue plusieurs types de cellules souches 1 (Figure 1 B): 
o Les cellules souches totipotentes : cellules issues de l'ovocyte fertilisé ou 
zygote et des descendants des deux premières divisions. Ces cellules peuvent donner tous les 
types cellulaires embryonnaires et extra-embryonnaires. 
o Les cellules souches pluripotentes : cellules descendant des cellules 
souches totipotentes qui ont formé la masse interne cellulaire du blastocyste à partir de 
laquelle l'embryon se développe. Elles ont le potentiel de donner, in vitro et in vivo, les trois 
feuillets embryonnaires qui vont constituer tout l’organisme sauf les tissus extra-
embryonnaires à l’origine du placenta. 
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o Les cellules souches multipotentes : cellules pouvant se différencier en un 
nombre limité de types cellulaires qui généralement constituent un tissu entier. 
o Les cellules souches unipotentes : cellules capables de s’auto-renouveler et 
de se différencier en un seul type cellulaire spécialisé. 
o Les cellules progénitrices : cellules qui présentent une capacité limitée 
d’auto-renouvellement et qui se différencie en un type cellulaire défini. 
En plus de leur capacité d’auto-renouvellement et de différenciation, les cellules souches se 
caractérisent par leur capacité de maintenir un état de quiescence particulier (cf. paragraphe 
I.3.2.a)). La quiescence est la phase G0 du cycle cellulaire dans laquelle rentrent les cellules 
en absence de facteurs mitotiques. C'est une phase de dormance pendant laquelle les cellules 
ont comme caractéristiques une faible taille cellulaire ainsi qu'une faible activité métabolique. 
Cet état de quiescence protège les cellules souches de possibles « agressions » qui les 
endommageraient et leur permet de remplir leurs fonctions tout au long de la vie.  
Toutefois, aucune de ces propriétés ne suffit à garantir le caractère « souche » d’une cellule. 
En effet, celle-ci se doit d’avoir le potentiel de reconstituer à long terme la fonction d’un tissu 
de manière efficace, ce qui implique d’être capable d’un nombre important de divisions 
cellulaires et de différenciation in vivo. Cette dernière propriété distingue la cellule souche de 
sa descendance, les cellules progénitrices qui présentent des capacités plus limitées.  
Ces caractéristiques jouent un rôle essentiel dans l’organogenèse lors du développement 
embryonnaire mais aussi dans la régénération des tissus adultes. 
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Figure 1: Caractéristiques d’une cellule souche. 
(A) Les cellules souches (bleue) peuvent s’auto-renouveler soit par division symétrique en 
générant 2 cellules identiques à la cellule mère, soit par division asymétrique en donnant une 
cellule identique à la cellule mère et une cellule destinée à se différencier (orange). (B) Les 
cellules souches se distinguent par leur capacité de différenciation. 
I.2. Les différents types de cellules souches 
Les deux grands types de cellules souches chez les mammifères sont : les cellules souches 
embryonnaires qui sont isolées à partir de la masse interne du blastocyste et les cellules 
souches adultes qui sont retrouvées dans la majorité des tissus adultes. 
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I.2.1. Les cellules souches embryonnaires 
Les cellules souches embryonnaires (ou cellules ES pour « embryonic stem cells ») sont 
l'unique population cellulaire qui a la capacité de s'auto-renouveler tout en maintenant une 
pluripotencialité et qui peuvent ainsi se différencier en tous les types cellulaires d'un 
organisme. Les cellules ES dérivent de la masse cellulaire interne du blastocyste (5ème jour 
préimplantatoire), à l'origine de l’épiblaste qui donne ensuite les trois feuillets embryonnaires 
(ectoderme, mésoderme et endoderme), eux-mêmes qui précèdent la formation de tous les 
tissus du fœtus en développement (Figure 2). 
 
Figure 2 : Le blastocyste. 
Les premières cellules ES isolées chez les mammifères l'ont été en 1981 par deux équipes 
indépendantes, celle de Evans et Kaufman 2 et celle de Martin 3, à partir d'embryons de souris. 
Ces cellules montrent une intense activité de prolifération in vitro tout en gardant un état 
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indifférencié quand elles sont cultivées sur des cellules nourricières, des fibroblastes 
embryonnaires de souris, qui produisent la cytokine LIF (leukemia inhibitory factor) connue 
pour inhiber la différenciation des cellules ES en activant le facteur de transcription Stat3 
mais aussi les voies de signalisation extracellular-signal-related kinase (ERK) et 
phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K) qui contrôlent leur différenciation et leur 
prolifération, respectivement 4. Les cellules ES murines croissent en colonies de forme ronde 
et doivent être repiquées tous les 2-3 jours afin de préserver leur statut « souche ». L'injection 
de cellules ES dans des blastocystes ensuite réimplantés à des souris pseudogestantes, a 
permis de démontrer, grâce au chimérisme de la descendance, la capacité pluripotente de ces 
cellules puisqu’elles contribuent à la formation de tous les lignages cellulaires c’est-à-dire de 
tous les tissus de l’organisme (Figure 3). Depuis ces travaux précurseurs, les cellules ES 
murines sont devenues un outil central dans le développement de la technologie de 
transgenèse 5 et ont été utilisées et étudiées pour servir de vecteur à l'introduction de gènes 
dans des embryons.  
Enfin, très récemment, des cellules souches murines ont été isolées à partir de l’épiblaste 
d’embryon post-implantatoire murin : les EpiStem cells (EpiSC) 6, 7. Les EpiSC sont plus 
proches des cellules ES humaines que murines. In vitro, elles forment des colonies plates, 
caractéristique des cellules ES humaines, elles expriment les marqueurs de pluripotence Oct-
4, Sox-2 et Nanog. Alors que les cellules ES murines requièrent les facteurs LIF et Bone 
Morphogenic Factor-4 (BMP-4) pour maintenir leur état indifférencié in vitro, les facteurs qui 
supportent l’auto-renouvellement des EpiSC, comme pour les cellules ES humaines, sont une 
combinaison de Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) et d’activine A. Les EpiSC sont 
multipotentes in vitro et leur greffe à des souris adultes conduit à la formation de tératomes. 
Cependant, contrairement aux cellules ES murines, elles sont incapables de s’incorporer à un 
blastocyste lors d’expérience de chimérisme.  
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Figure 3 : Pluripotence des cellules souches embryonnaires in vivo. 
Depuis 1998, où la première lignée humaine de cellules ES a été établie par Thomson et al. 8, 
pléthore de lignées, génétiquement différentes, ont été isolées à partir de blastocystes 
humains. Les techniques d'isolement et de culture des cellules ES humaines étant différentes 
selon le laboratoire 9 en terme de cellules nourricières utilisées mais aussi de densité 
d’ensemencement, de milieu de culture, des facteurs de croissance, de la méthode et du 
nombre de repiquages, il est évident qu’il existe des différences entre les lignées. Un besoin 
de standardisation s’est vite avéré nécessaire. Ainsi, un consortium de chercheurs travaillant 
sur les cellules ES humaines à travers le monde s'est créé, « The International Stem Cell 
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Initiative », afin de « standardiser » la caractérisation des lignées des cellules ES humaines 10. 
Par des approches de cytométrie de flux pour la caractérisation des antigènes de surface et par 
des approches de RT-PCR ou de « microarrays » pour l'étude des profils d’expression 
génique, sur 59 lignées de cellules ES provenant de 17 laboratoires à travers le monde 11, un 
profil des différentes cellules ES humaines a pu être dégagé avec la reconnaissance de 
marqueurs communs : 
- des facteurs de transcription : Nanog, Oct-4 (aussi connu sous le nom de 
POU5F1) cruciaux pour le maintien de l'état indifférencié et de l'auto-renouvellement 12 mais 
aussi les gènes TDGF1 (Teratocarcinoma-derived growth factor1), DNMT3B (DNA 
methyltransferase 3B), GABRB3 (Gamma-aminobutyric acid receptor beta-3) et GDF3 
(Growth differentiation factor 3), 
- des antigènes glycolipidiques : SSEA-3 et SSEA-4 (stage-specific embryonic 
antigen-3 et 4), exprimés sur toutes les cellules ES humaines mais pas essentiels pour le 
maintien de leur pluripotence 13, 
- les antigènes à keratane sulfate TRA-1-60,  TRA-1-81, GCTM2 et GCT343, 
- les protéines CD9, CD90 (Thy-1), l'alkaline phosphatase tissu-non spécifique et 
l'HLA de classe I. 
Il est cependant important de noter que les cellules ES pourraient être un artefact de culture 14. 
En effet, in situ, pendant le développement embryonnaire, la masse cellulaire interne du 
blastocyste se différencie rapidement pour donner l'épiblaste et les trois feuillets 
embryonnaires. Ceci suggère que les cellules ne sont plus pluripotentes mais multipotentes et 
ne peuvent donner que les types cellulaires dérivant d’un seul feuillet embryonnaire. 
I.2.2. Les cellules souches amniotiques 
Le liquide amniotique contient différents types cellulaires provenant du fœtus en cours de 
développement 15, 16. Ces cellules peuvent être isolées lors d’une amniocentèse, suivie d’une 
centrifugation et d’une mise en culture du culot cellulaire. Les cellules ainsi obtenues par 
adhérence sur plastique sont une population hétérogène qui exprime à la fois des marqueurs 
de cellules souches embryonnaires (TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-4, Nanog et Oct-4) 17-19 et 
des marqueurs de cellules souches mésenchymateuses (CD29 (intégrine β1), CD44, CD73, 
CD90 et CD105 (endogline)) 18, 20, ce qui suggère qu’elles représentent un état intermédiaire 
entre des cellules souches embryonnaires et des cellules souches adultes. Elles possèdent une 
grande capacité de prolifération in vitro tout en gardant leur état indifférencié, sans être 
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tumorigène 18. Ces cellules amniotiques sont considérées comme des cellules souches 
multipotentes ; elles ont des capacités de différenciation semblables à celles des cellules 
souches mésenchymateuses (cf. paragraphe I.2.4.b)). Elles peuvent exprimer in vitro des 
marqueurs adipocytaires, ostéoblastiques, chondroblastiques, neuronaux et hépatocytaires 
ainsi que des marqueurs de cellules musculaires et endothéliales. Elles montrent aussi des 
activités neurogéniques et ostéogéniques in vivo 18. Enfin, il a récemment été montré qu’une 
population de cellules isolées à partir de liquide amniotique humain ou murin possédaient de 
réels potentiels hématopoïétiques tant in vitro et in vivo 21.  
I.2.3. Les cellules souches pluripotentes induites ou IPs 
Takahashi et Yamanaka, par d'innovants travaux en 2006, ont montré pour la première fois 
que l'expression ectopique de 4 facteurs de transcriptions nécessaires au maintient de la 
pluripotence des cellules ES, Oct3/4, Sox2, c-Myc et Klf4, dans des conditions de culture de 
cellules souches embryonnaires, pouvait reprogrammer des cellules somatiques murines en 
cellules souches pluripotentes aussi nommées « iPS cells » 22, 23. Étonnamment l'introduction 
du facteur de transcription Nanog n'était pas nécessaire. Ces travaux d'abord conduits chez la 
souris ont par la suite été réalisés dans des fibroblastes d'épiderme humain 24-26. Les iPS sont 
semblables aux cellules ES en terme de morphologie, de prolifération, d'antigènes de surface, 
d'expression génique, de statut épigénétique des gènes spécifiques de la pluripotence. De plus, 
ces cellules peuvent se différencier dans tous les types cellulaires issus des trois feuillets 
embryonnaires in vitro et in vivo dans des tératomes. Au cours des trois dernières années, des 
progrès ont été faits pour générer ces cellules souches reprogrammées sans utiliser de vecteurs 
viraux intégratifs mais des adenovirus ou plasmides non-intégratifs 27, 28 ou des protéines 
reprogrammées recombinantes 29 ou en réduisant le nombre de gènes introduits en utilisant 
des cellules qui expriment naturellement un gène de pluripotence 30, 31 mais aussi en jouant 
seulement sur les conditions de culture 32. 
I.2.4. Les cellules souches adultes 
Avec le développement de l’embryon, les cellules souches embryonnaires pluripotentes 
laissent place à des cellules aux capacités de plus en plus restreintes qui donneront naissance 
aux différents tissus et organes. Une fois les cellules des différents tissus différenciées et 
spécialisées, les organes doivent avoir recours à un mécanisme pouvant maintenir leur 
homéostasie en remplaçant les cellules perdues par apoptose ou par lésions et ainsi participer 
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à la régénération tissulaire. On estime qu’un individu perd plus de 20 milliards de cellules par 
jour, ce qui nécessite un processus de reconstitution permanent 33. Certains organes tels que le 
cerveau, le cœur 34 ou les reins, se renouvellent peu. Par contre, d’autres tissus, comme la 
moelle osseuse, la peau ou l’intestin, sont en constante régénération. Pour soutenir cette 
fonction de renouvellement, les organes possèdent un réservoir de cellules, les cellules 
souches adultes, qui peuvent servir tout au long de la vie, leur stock peut être maintenu grâce 
à une balance entre auto-renouvellement et différenciation. Même si la capacité de 
différenciation en la plupart, voire tous les types cellulaires de l’organisme, semble être 
réservée aux cellules souches embryonnaires, les cellules souches adultes résidant dans un 
organe ou un tissu semblent cependant capables de donner au moins un (unipotence) ou 
plusieurs (multipotence) lignages et de s’auto-renouveler. Etant spécifiques des organes dans 
lesquels elles résident, leur éventail d’options de différenciation est généralement limité aux 
cellules qui composent le tissu. Elles sont cependant appelées cellules souches multipotentes. 
Les cellules souches adultes sont aussi connues sous le terme de cellules souches somatiques 
en référence à toutes les cellules du corps à l’exception des cellules germinales 
(spermatozoïde et ovule).  
Les cellules souches adultes sont rares et n’expriment en général aucun marqueur de surface 
spécifique mais partagent plutôt une combinaison de certains antigènes qui ne leur sont pas 
spécifiques. C’est cette combinaison qui permet tout de même de les distinguer des autres 
types cellulaires. 
Dans cette introduction de thèse, nous nous sommes intéressés aux cellules souches adultes 
des organes qui nécessitent un fort pouvoir d’auto-renouvelement et dont leurs 
microenvironnements sont les plus étudiés. 
a) Les cellules souches hématopoïétiques 
Parmi toutes les cellules souches adultes, les cellules souches hématopoïétiques (CSH) sont 
les mieux caractérisées. Leur existence dans la moelle osseuse a été démontrée il y a environ 
50 ans par la reconstitution d’une hématopoïèse à long terme dans un modèle de souris 
létalement irradiées 35. Elles sont multipotentes, capables de s’auto-renouveler et peuvent 
donner n’importe quel type cellulaire du sang provenant du lignage myéloïde (donnant les 
érythrocytes, les monocytes/macrophages, les granulocytes (éosinophiles, basophiles et 
neutrophiles) et les plaquettes) et du lignage lymphoïde (donnant les cellules NK (pour 
Natural Killer) et lymphocytes B et T) et ceci tout au long de la vie d’un individu. Les CSH 
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sont rares (fréquence < 1 % des cellules de la moelle osseuse 36) et leur fréquence diminue 
avec l’âge. Elles donnent des progéniteurs qui perdent progressivement leur capacité d’auto-
renouvellement au fur et à mesure que leurs potentiels de différenciation se réduisent pour 
donner des cellules matures fonctionnelles. Historiquement, c’est par l’utilisation d’anticorps 
dirigés contre les marqueurs spécifiques des différentes cellules matures (lymphocytes B et T, 
érythrocytes…) que des cellules négatives pour les marqueurs de ces cellules différenciées ont 
été isolées. Leurs potentiels ont été testés à la fois in vitro par analyse clonale et in vivo par 
des expériences de reconstitution de l’hématopoïèse chez des souris irradiées 37. Ainsi, une 
cellule n’exprimant pas les marqueurs des lymphocytes B mais pouvant donner des 
lymphocytes B, T ou NK, a pu être définie comme un progéniteur du lignage lymphoïde. Ces 
résultats sont à l’origine de l’utilisation de 7-10 anticorps spécifiques pour la sélection 
négative des cellules de la moelle. Toutes les CSH fonctionnelles sont donc négatives pour 
des marqueurs de surface qui apparaissent avec l’engagement des cellules dans les différents 
lignages et donc normalement exprimés sur les cellules différenciées ou matures ; elles sont 
ainsi nommées Lin- (pour lineage negatif). Par la suite, d’autres marqueurs de surface 
spécifiques (comme CD90, Sca1 chez la souris ou CD34 chez l’homme et c-kit/CD117) ont 
été décrits pour être exprimés sur les cellules lin- qui participent à la reconstitution de 
l’hématopoïèse de souris irradiées. Parmi ces cellules Lin-/Sca1+/CD90+/-/c-kit+ qui restent 
une population hétérogène, des cellules avec des capacités de repopulation à long terme (LT-
HSC : ces cellules souches et leur descendance ont besoin de plus de 15 divisions cellulaires 
et plus de 5 semaines pour produire des cellules différenciées) et à plus court terme (ST-
HSC : ces cellules souches et leur descendance ont besoin de 5 à 10 divisions cellulaires et 
moins de 3 semaines pour produire des cellules différenciées) mais aussi des progéniteurs 
multipotents (MPP : qui ont peu ou pas de capacités d’auto-renouvellement) peuvent être 
distingués 38. Moins de 1% des cellules de la moelle osseuse possèdent cette propriété de 
repopulation à long terme. Enfin, c’est par l’expression différentielle du marqueur CD150 ou 
SLAMf1 (Signaling lymphocyte activation molecule familly member 1) que les LT-HSC et 
ST-HSC peuvent être séparées des MPP 39. C’est ainsi, par la mise en évidence de plusieurs 
marqueurs de surface spécifiques et par la capacité de repopulation in vivo, que la hiérarchie 
de la différenciation hématopoïétique a pu être caractérisée en allant de la cellule souche 
hématopoïétique la plus immature (LT-HSC) aux cellules différenciées fonctionnelles 37 
(Figure 4).  
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Figure 4 : L'hématopoïèse. 
Dans la moelle osseuse, les CSH quiescentes sont localisées à proximité des ostéoblastes qui 
leur fournissent une partie des facteurs nécessaires à leur maintien dans cet état, alors que les 
CSH en prolifération et en différenciation sont, elles, localisées près des capillaires sanguins 
(Figure 5). 
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Figure 5 : Les cellules souches hématopoïétiques (CSH). 
Outre l’utilisation des marqueurs de surfaces spécifiques pour l’isolement des CSH, d’autres 
méthodes de séparation sont utilisées. Les LT-HSC sont enrichies dans la population qui 
possède la capacité à exclure la Rhodamine 123 40, marqueur de l’activité mitochondriale, 
grâce à la P-glycoprotéine codée par le gène MDR1 (multidrug resistance 1) 41. Les LT-HSC 
peuvent aussi se distinguer de leur descendance par leur aptitude à exclure le colorant vital 
Hoechst 33342 42 grâce au transporteur ABCG2 de la famille des transporteurs ABC (ATP-
binding cassette transporter) 43. Ces cellules qui excluent ce colorant vital sont connues sous 
le nom de « side population » (SP) du fait de leur position près de l’axe des ordonnées sur un 
graphique de cytométrie en flux. Notons que les cellules souches hématopoïétiques ne sont 
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pas le seul type cellulaire à exprimer le transporteur ABCG2 qui confère cette caractéristique 
d’exclusion du Hoechst. Dans le but de protéger le corps des xénobiotiques, il est exprimé 
physiologiquement dans le foie, l’épithélium intestinal, le colon, les poumons, les reins, le 
placenta, la barrière hémato-encéphalique, de nombreuses tumeurs 44 mais aussi dans d’autres 
cellules souches telles que des cellules souches neurales 45 ou des cellules souches 
musculaires 46. 
Dans le but de maintenir une hématopoïèse tout au long de la vie sans épuiser toutes les CSH, 
la plupart d’entre elles reste quiescente et un nombre limité d’entre elles entre dans le cycle 
cellulaire pour finir par se différencier. C’est par leur état de quiescence identifiable par leur 
capacité de rétention d’un intercalant de l’ADN comme la 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) 
que les LT-HSC peuvent être distinguées de leur descendance, les ST-HSC et les MPP 47. 
Approximativement, 75% des LT-HSC sont en phase G0 et se divisent tous les 57 jours 48. En 
effet, après injection de BrdU à des souris, les cellules en prolifération incorporent l’analogue 
de la thymidine à leur ADN. Les cellules à forte activité mitotique vont perdre le BrdU au fur 
et à mesure de leur division cellulaire alors que les cellules quiescentes ou avec une 
prolifération cellulaire lente vont retenir le BrdU plus longtemps. C’est ainsi que les cellules 
souches quiescentes ou « label retaining cells » (LRC) peuvent être discriminées des cellules 
progénitrices en phase proliférative « transit-amplifying cells » 49. Par cette technique, une 
équipe a récemment identifié, dans la population lin−/Sca1+/cKit+/CD150+/CD48−/CD34−, des 
CSH dormantes qui ne se renouvellent que tous les 145 jours pour préserver leur activité 50. 
La balance entre quiescence, auto-renouvellement et engagement dans les différents lignages 
est finement contrôlée par une combinaison de signaux régis par le microenvironnement dans 
lequel résident les cellules souches et que nous aborderons plus loin. 
b) Les cellules stromales mésenchymateuses 
Les cellules souches mésenchymateuses ont d’abord été décrites à partir de la moelle osseuse 
pour être des cellules non-hématopoïétiques, adhérentes, ressemblant à des fibroblastes, 
formant des CFU-F (colony forming units-fibroblastic) et capables de se différencier en os 51. 
Par la suite, ces cellules ont montré des capacités de différenciation en différents types 
cellulaires dérivant du feuillet embryonnaire mésodermique 52. Elles sont isolées grâce à leur 
propriété d’adhérence au plastique. Elles ont un grand potentiel d’amplification en culture 
et après plusieurs « passages », elles sont morphologiquement homogènes et ont un aspect 
fibroblastique. Leur caractère « souche » (auto-renouvellement et multipotentialité) n’étant 
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montré qu’in vitro après une étape d’expansion cellulaire et non pas au niveau d’une seule 
cellule et in vivo et du fait de leur potentielle localisation stromale dans le tissu ainsi que de 
leur rôle comme cellules de soutient ; elles sont appelées plus couramment cellules stromales 
mésenchymateuses (CSM).  
Les CSM sont rares dans la moelle osseuse, elles représentent environ une cellule sur 10000 53 
et leur fréquence diminue avec l’âge 54. Chez l’homme, les CSM n’expriment pas de 
marqueur spécifique qui pourrait les définir spécifiquement mais une combinaison de 
marqueurs (Tableau 1). Elles sont positives pour les marqueurs CD105, CD73, CD44, 
CD90, CD71 (récepteur de la transferrine) et Stro-1 aussi bien que les molécules 
d’adhésion CD106, CD166 (Activated leucocyte cell adhesion molecule=ALCAM), 
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) et CD29 55, 56. Par contre, elles n’expriment ni 
les marqueurs hématopoïétiques CD45, CD34, CD14 ou CD11, ni les molécules co-
stimulantes CD80, CD86 ou CD40, ni les molécules d’adhésion CD31, CD18 ou CD56.   
Tableau 1 : Marqueurs membranaires des CSM humaines. 
 Positives Négatives 
Molécules d’adhésion CD106, CD166, ICAM-1, 
CD29 
CD31, CD18, CD56 
Molécules co-stimulantes  CD80, CD86, CD40 
Marqueurs hématopoïétiques  CD45, CD34, CD14, CD11 
Récepteurs CD44, CD71  
Autres CD105, CD73, CD90, Stro-1  
Les CSM n’expriment pas toujours les mêmes marqueurs en fonction des espèces. Alors que 
l’absence d’expression du marqueur CD34 par les CSM est clairement admise chez l’homme, 
les CSM murines, positives pour les marqueurs Sca-1 et CD44 et négatives pour CD45 ou 
CD11b, sont enrichies lorsqu’une sélection positive des cellules CD34 est effectuée avant 
l’adhérence au plastique 57.  Cette observation laisse penser que les CSM natives et non 
cultivées pourraient exprimer le marqueur CD34. Cependant, du fait de la technique 
d’isolement par adhérence au plastique et de leur faible nombre dans la moelle osseuse, 
l’étude des CSM nécessite une étape de prolifération in vitro qui pourrait modifier 
l’expression du CD34. En effet, il a déjà été montré que les cellules endothéliales CD34+ 
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perdent l’expression du CD34 en culture et que cette perte est fonction de leur prolifération et 
de leur adhérence in vitro 58. De plus, alors que l’expression du marqueur CD34 a longtemps 
été restreinte aux CSH et aux cellules endothéliales, on sait maintenant que d’autres cellules 
souches adultes telles que les cellules satellites du muscle 59 ou les cellules souches du 
follicule pileux 60 expriment le marqueur CD34 in vivo. Pour cette raison, nous nous sommes 
intéressés à ces deux types de cellules souches dans cette introduction de thèse (cf. paragraphe 
I.2.4.e) et I.2.4.c)). 
Mise à part leur identification basée sur leurs caractéristiques morphologiques et 
phénotypiques, les CSM peuvent être identifiées par leurs potentiels de différenciation in 
vitro en trois principaux types cellulaires : les ostéoblastes, les chondroblastes ou les 
adipocytes 52. Néanmoins, elles ont aussi montré des capacités de différenciation in vitro en 
myocytes 61, ténocytes 62, neurones 63, hépatocytes 64, cellules endothéliales 65, 
cardiomyocytes 66 et cellules produisant de l’insuline 67 (Figure 6).  
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Figure 6 : Les cellules souches/stromales mésenchymateuses. 
Au sein de la moelle osseuse, les CSM participeraient à l’homéostasie du squelette en se 
différenciant en ostéoblastes et en adipocytes, cellules de soutien de la moelle. Elles 
fournissent aussi une structure physique aux CSH par la sécrétion de molécules matricielles 
telles que la fibronectine, la laminine, du collagène et des protéoglycans. Elles peuvent 
réguler leur prolifération et leur différenciation par la production de cytokines et de facteurs 
de croissance 56, 68, 69 mais aussi par des contacts cellules-cellules puisqu’elles expriment un 
grand nombre d’intégrines et d’autres molécules d’adhésion. Les CSM possèdent de 
nombreux effets immunomodulateurs (Figure 7). Elles ont montré des capacités à échapper 
à la reconnaissance immunitaire et à inhiber les réponses immunes 70, 71. Elles limitent in vitro 
l’activation et la prolifération des lymphocytes T surtout par des interactions via des contacts 
cellules-cellules mais aussi par les facteurs qu’elles sécrètent comme l’HGF (Hepatocyte 
Growth Factor), le TGFβ 72 ou la protaglandine E2 73. Mais cet effet immunosuppresseur est 
aussi mis en jeu grâce à une enzyme exprimée par les CSM, l’indoleamine 2,3-dioxygenase 
(IDO), qui dégrade le tryptophane et dont les produits de dégradation suppriment la 
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prolifération des lymphocytes T 74. Parallèlement, les CSM augmentent la proportion de 
lymphocytes T régulateurs CD4+/CD25+ 75. Les CSM interfèrent aussi avec la différenciation, 
la maturation et la fonction des cellules dendritiques 76, la prolifération des lymphocytes B 77 
et des cellules NK 78. Les CSM ont aussi d’importants effets immunomodulateurs in vivo.  
 
Figure 7 : Effets immunomodulateurs des cellules souches mésenchymateuses. 
IDO: l’indoleamine 2,3-dioxygenase; PGE2: Prostaglandine E2; IFNγ: Interféron γ; IL-4 ou -
10: Interleukine -4 ou -10; TGFβ: Transforming Growth Factor β; M-CSF: macrophage 
colony stimulating factor. 
Les CSM ont la capacité de migrer depuis la circulation vers les tissus dans des conditions de 
lésions durant lesquelles certains signaux chémoattractants peuvent être augmentés 79.  
Des cellules de type mésenchymateux sont maintenant isolées à partir de tissus autres que la 
moelle osseuse comme le tissu adipeux 80 (cf. paragraphe III.3.2), le liquide amniotique (cf. 
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paragraphe I.2.2) ou le liquide synovial 81. Il est même suggéré qu’elles pourraient résider 
dans tous les tissus ou organes du corps humain 82.  
L’intérêt grandissant pour les CSM a conduit de nombreux laboratoires à les étudier en 
utilisant des approches d’isolement et d’expansion différentes ainsi que diverses méthodes de 
caractérisation mais aussi une dénomination différente comme cellules souches 
mésenchymateuses, cellules stromales mésenchymateuses ou cellules progénitrices 
mésenchymateuses. Un comité, « The International Society for Cellular Therapy position 
statement », a essayé de résoudre la confusion qui existe en suggérant le nom de cellules 
stromales mésenchymateuses multipotentes et en proposant trois critères d’identification des 
CSM humaines 83. Premièrement, les CSM doivent être des cellules adhérentes au plastique 
lorsqu’elles sont cultivées en conditions normales. Deuxièmement, les CSM doivent exprimer 
les marqueurs CD105, CD73 et CD90 et être négatives pour les marqueurs CD45, CD34, 
CD14, CD11b, CD79α, CD19 et pour l’HLA-DR. Troisièmement, les CSM doivent se 
différencier en ostéoblastes, chondroblastes et en adipocytes in vitro. 
Cependant leur identité ainsi que leur localisation restent controversées. Au niveau 
morphologique avec sa forme étoilée et du fait de sa localisation stromale dans la moelle 
osseuse, la CSM est souvent confondue avec un fibroblaste. La CSM serait-elle le nouveau 
terme pour désigner un fibroblaste 84? D’un point de vue histo-anatomique, un fibroblaste est 
une cellule de forme étoilée, indifférenciée, adhérente, n’exprimant pas de marqueur 
spécifique, entourée du collagène qu’elle sécrète et se localisant dans le stroma de tous les 
tissus du corps humains. Les fibroblastes partagent avec les CSM un certain nombre de 
propriétés. Comme les CSM, ils ont notamment la capacité de différenciation en adipocytes, 
ostéocytes, chondrocytes ou en cellules musculaires lisses 85 et possèdent aussi des effets 
immunomodulateurs 86. Bien qu’il soit très difficile de localiser les CSM in vivo à cause du 
manque de marqueur spécifique et de leur faible nombre, il a été suggéré que les CSM 
pourraient avoir une localisation périvasculaire in vivo. Cette localisation associée à 
l’expression de marqueurs des péricytes laissent même spéculer que les CSM seraient des 
péricytes 56, 87. En effet, un péricyte est défini morphologiquement par sa localisation le long 
des microvaisseaux (artérioles, capillaires et veinules) qu’il stabilise grâce aux contacts étroits 
qu’il établit avec les cellules endothéliales 88. Ils expriment de nombreux marqueurs communs 
avec les CSM tels que CD105 89, CD73 et CD90 90, Stro-1 mais sont aussi positifs pour les 
marqueurs αSMA (α Smooth Muscle Actin), NG2, CD140b 89 et CD146 91 et négatif pour 
CD45. Ils possèdent des capacités de différenciation chondrocytaire 92, ostéocytaire 93, 
myocytaire, adipocytaire 94 et montrent des capacités de phagocytose 95. Des questions restent 
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ouvertes. Les CSM, les fibroblastes et les péricytes sont-elles la même cellule ou sont-elles 
des cellules spécialisées différentes ? Il est certain que des investigations sont encore 
nécessaires afin de répondre à cette question mais aussi pour trouver des marqueurs 
spécifiques afin de définir la localisation et le rôle des CSM in vivo. En effet, les CSM sont 
très bien décrites in vitro mais il n’existe à ce jour aucune preuve qu’elles soient 
fonctionnelles in vivo, il se pourrait qu’elles acquièrent leur multipotence en culture grâce aux 
facteurs de croissance apportés par l’expérimentateur ou produits par les conditions de 
culture.  
c) Les cellules souches intestinales 
L’intestin est composé de 3 couches tissulaires : la couche externe qui est une couche de 
muscles lisses ; la couche intermédiaire qui est une couche de tissu connectif contenant les 
vaisseaux sanguins et lymphatiques, les fibres nerveuses et de nombreuses cellules 
immunitaires et la couche interne qui est un épithélium monostratifié ou muqueuse intestinale. 
Chez les mammifères, l’épithélium intestinal est replié en des millions d’invaginations qui 
comprennent une crypte à la base et une villosité composée de cellules différenciées. 
L’épithélium intestinal subit un constant renouvellement. Seulement 3 à 5 jours sont 
nécessaires à des cellules indifférenciées ou cellules souches intestinales pour proliférer et 
différencier en tous les types cellulaires constituant l’épithélium 96. C’est en 1974 que Cheng 
et Leblond ont décrit pour la première fois des cellules souches intestinales multipotentes 
capables de donner tous les types cellulaires matures de l’épithélium intestinal tout en s’auto-
renouvellant 97-99. Ces cellules peuvent donner les 4 types cellulaires qui composent 
l’épithélium intestinal ; les enthérocytes (qui absorbent les nutriments), les cellules 
enthéroendocrines (qui sécrètent les hormones peptidiques), les cellules de Gobelet (qui 
produisent le mucus intestinal) sont les types cellulaires qui forment la villosité et les cellules 
de Paneth (qui sécrètent des peptides antibactériens) sont situées au fond des cryptes. Les 
cellules souches se divisent, leurs cellules filles « transit-amplifying cells » migrent le long de 
l’axe de la crypte et prolifèrent activement (Figure 8).  
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Figure 8 : Les cellules souches de l’intestin. 
Ces dernières se divisent toutes les 12 à 16 heures générant environ 300 cellules par crypte 
chaque jour. Lorsqu’elles ont atteint la jonction crypte-villosité, elles différencient en un des 3 
types cellulaires constitutifs de la villosité et continuent leur migration jusqu’à leur position 
définitive. Du fait du manque de marqueur spécifique et d’expérience pour étudier leurs 
propriétés, leur localisation ainsi que leur identification précise a été très difficile. Il a 
longtemps été admis par histologie que les cellules souches intestinales étaient localisées au 
fond des cryptes parmi des cellules de Paneth. Des expériences de rétention de BrdU ont 
permis de définir leur position précise au sein de la crypte grâce à une des caractéristiques des 
cellules souches qui est leur état de quiescence. Il a pu être démontré que les cellules souches 
intestinales au nombre de 4 à 6 par crypte 100 se situent au fond des cryptes en « position + 4 » 
c'est-à-dire que les cellules sont positionnées en anneau à 4 cellules de Paneth du fond 101. Un 
marqueur spécifique les cellules souches intestinales a récemment été découvert. En effet, ces 
cellules expriment lgr5, gène cible de Wnt qui code pour un récepteur couplé à une protéine G 
dont la fonction encore inconnue. Les cellules lgr5+ sont multipotentes, se divisent 
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approximativement tous les jours et sont capables de régénérer un épithélium intestinal pour 
de longues périodes (> à 12 mois). Cependant les cellules lgr5+ se distribuent entre les cellules 
de Paneth et dont différentes des cellules en position + 4 depuis la base de la crypte 102. Plus 
récemment, Bmi-1, un gène de la famille polycomb essentiel dans l’auto-renouvellement des 
CSH, a été proposé pour être un autre marqueur des cellules souches intestinales. Les cellules 
Bmi-1+ ont elles aussi un potentiel de régénération à long terme mais sont localisées juste au 
dessus des cellules de Paneth, en position + 4 103. Ces différences de localisation laissent 
penser que lgr5 et Bmi-1 permettent d’identifier des populations de cellules souches 
intestinales distinctes et une comparaison des fonctions des 2 populations reste encore à faire.  
d) Les cellules souches du follicule pileux 
L’épiderme de la peau et ses structures associées subissent un renouvellement incessant et 
pour cela, utilisent deux populations de cellules souches. La première se situe dans la couche 
basale de la peau et va normalement donner toutes les couches stratifiées de l’épithélium 
interfolliculaire. La seconde, aussi nommée cellule souche du follicule pileux, participe à la 
régénération des poils et des glandes sébacées (Figure 9).  
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Figure 9 : Les cellules souches du follicule pileux. 
Le follicule pileux est composé de différentes couches concentriques comprenant la gaine 
folliculaire externe attachée à la membrane basale et en continuité avec l'épiderme, un canal 
ou gaine folliculaire interne et la tige du poil/cheveu. A la base du follicule existe un bulbe 
qui est une zone matricielle où se trouvent des cellules en prolifération transitoire qui ensuite 
s’engagent dans un des sept programmes de différenciation terminale qui génèrent la tige ainsi 
que la gaine folliculaire interne. Les cellules en prolifération dans cette zone matricielle sont 
stimulées par des cellules mésenchymales spécialisées, appelées la papille dermique. Des 
études de ces 20 dernières années ont montré que ces cellules souches du follicule pileux 
résidaient au fond d’un renflement non-proliférant de la gaine folliculaire externe, zone 
appelée en anglais bulge, qui est adjacente à l’insertion du muscle arrecteur du poil et qui se 
situe au dessous des glandes sébacées qui produisent de l’huile nécessaire à la lubrification du 
canal du poil et de la peau 104. Le cycle pileux normal comprend une phase de dégénérescence 
(aussi connue sous le nom de catagène), une phase de quiescence (télogène) et une phase de 
croissance (anagène) 105. Lors de ce cycle, les cellules souches sont périodiquement activées 
pour former de nouveaux follicules pileux. En situation physiologique, pendant l’anagène, des 
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cellules souches du bulbe vont migrer via la gaine folliculaire externe vers la matrice où elles 
prolifèreront et différencieront pour former la nouvelle tige. C’est dans des conditions de 
blessure dans lesquelles l’épithélium interfolliculaire et les glandes sébacées sont 
endommagés que les cellules souches du bulge migrent et se différencient en ces 2 différents 
lignages. Ces cellules exhibent donc une multipotentialité 106. Des expériences de marquages 
nucléotidiques ont permis de montrer que les cellules qui retenaient le marquage à long terme, 
les cellules quiescentes, se trouvaient dans le bulge 104. Ces mêmes cellules sont positives 
pour le marqueur CD34 60 et expriment la kératine 15 106, 107 . Les cellules du bulge sont aussi 
marquées par l’expression des facteurs de transcription Sox9, Tcf3, Lhx2 et NFATc1 108. De 
plus, les niveaux de rétention du marquage nucléotidique ainsi que l'expression génique 
varient pendant le cycle pileux 106, 108, 109, les cellules sont quiescentes et n'expriment pas les 
marqueurs de prolifération pendant la phase télogène 110. La découverte du marqueur des 
cellules souches intestinales, lgr5 102, a permis au même laboratoire de montrer que ce 
marqueur était aussi exprimé dans les cellules souches du follicule pileux. Ces cellules lgr5+ 
expriment les caractéristiques des cellules souches, auto-renouvellement et multipotentialité, 
autant in vitro qu’in vivo. Cependant elles se distinguent des cellules souches du bulge 
classiquement décrites par le fait qu'elles sont très proliférantes, qu'elles ne retiennent pas le 
marquage au BrdU, qu'elles sont très peu positives pour le CD34 et la kératine 15 et qu'elles 
ne sont pas localisées dans le bulge 109. Des expériences complémentaires restent encore à être 
menées afin de mieux définir cette population de cellules lgr5+ 111. 
e) Les cellules satellites du muscle 
Le muscle squelettique adulte est un tissu différencié hautement spécialisé constitué de 
paquets de myofibrilles contractiles, chacune contenant plusieurs centaines de noyaux post-
mitotiques. En absence de maladie ou de blessure, le renouvellement cellulaire est très faible 
(1 à 2 % des myonuclei par semaine) 112. Cependant, dans une période de croissance ou 
lorsque des lésions surviennent, les muscles montrent une excellente capacité de régénération 
grâce à une population cellulaire de progéniteurs myogéniques nommés : cellules satellites du 
muscle. Ces cellules sont ainsi appelées du fait de leur localisation à la périphérie et tout le 
long des fibres musculaires, sous la lame basale 113 et à proximité des capillaires 114 (Figure 10 
A). Les capacités de différenciation myogénique des cellules satellites ont été montrées, in 
vitro et in vivo, pour la première fois dans les années 1975 et confirmées plus récemment.  
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Les cellules satellites Pax7+/CD34+/CD45-/Sca1-/CD31- sont quiescentes, capables de s’auto-
renouveler et de se différencier, comme des expériences de greffe d’une seule myofibre 
(contenant en moyenne ≈ 7 cellules satellites) l’ont montré 59, 115, 116. Cependant, les cellules 
satellites sont une population hétérogène (Figure 10 B) comprenant des cellules souches non 
engagées exprimant Pax7 mais pas Myf5 ni MyoD et pouvant s’auto-renouveler ainsi que des 
progéniteurs engagés dans la voie myogénique exprimant Pax7+, Myf5+ et MyoD 117, 118. Les 
cellules satellites quiescentes sont détectables par d’autres marqueurs de surface comme 
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1), c-met (récepteur de l’HGF), Foxk1, les 
syndecans 3 et 4, la caveolin-1 119, l’integrine α7, le récepteur à la calcitonine 120 et N-CAM 
(Neural cell adhesion molecule ou CD56) 121 par lequel elles peuvent être triées par billes 
magnétiques. 
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Figure 10 : Les cellules satellites du muscle squelettique. 
I.3. La niche des cellules souches 
I.3.1. Qu’est-ce qu’une niche ? 
Pour survivre, se reproduire et ainsi maintenir leurs populations, toutes les espèces doivent 
trouver les ressources nécessaires et être en harmonie avec l’environnement dans lequel elles 
se trouvent. Une combinaison de facteurs environnementaux adéquats est donc essentielle à 
une espèce pour prospérer dans un environnement physique, obtenir de l’énergie et des 
nutriments, éviter la prédation et se reproduire pour assurer le maintien de l’espèce et passer 
en fin de compte le matériel génétique à la descendance. Historiquement, Grinnell a proposé 
le terme de « niche » pour définir l'environnement et les conditions dans lesquelles vit une 
espèce 122. En 1978, Schofield propose l’hypothèse de la « niche » pour décrire le 
microenvironnement physiologique qui permet la pérennisation des cellules souches 
hématopoïétiques 123. 
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a) Définition - Fonctions 
La niche est le microenvironnement qui protège les cellules souches de stimuli de 
différenciation, d’apoptose ou d’autres stimuli qui mettraient à l’épreuve leur réserve et qui 
limite aussi leur expansion excessive. C’est une structure anatomique comprenant des 
composants cellulaires et non cellulaires qui intègrent des facteurs locaux et systémiques 
contrôlant le « comportement » des cellules souches 124: 
- les signaux qui émanent de la niche régulent la prolifération, la survie et la 
différenciation des cellules souches.  
- l’adhésion des cellules souches avec les cellules stromales et/ou la matrice 
extracellulaire ancre les cellules souches dans leur niche à proximité des signaux d’auto-
renouvellement. 
- l’environnement spécifique mettant en relation les cellules souches avec les 
cellules de soutien peut polariser les cellules souches dans la niche pour promouvoir la 
division cellulaire asymétrique. 
- les facteurs sécrétés peuvent attirer ou au contraire repousser les cellules souches 
permettant leur migration.  
La niche est donc un microenvironnement spécifique, dans lequel se trouvent les cellules 
souches, qui maintient l’homéostasie tissulaire : régulation de la balance entre quiescence, 
auto-renouvellement, mobilisation et différenciation. 
Les niches les plus connues et étudiées sont les niches des cellules souches germinales de la 
drosophile, la niche des CSH, des cellules souches intestinales et celle du follicule pileux. 
b) Les composants de la niche 
L’étude des différentes niches a révélé plusieurs caractéristiques physiques et fonctionnelles 
qui apparaissent être la « marque » de la niche des cellules souches. En rassemblant les 
caractéristiques de ces niches, une liste des particularités définissant la niche des cellules 
souche peut être constituée 124. Une niche se compose : 
- des cellules souches elles-mêmes, 
- de cellules stromales de support qui interagissent directement avec les cellules 
souches et entre elles par l’intermédiaire de récepteurs membranaires, de gap jonctions ou de 
facteurs solubles, 
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- d'une matrice extracellulaire qui procure une structure, une organisation et des 
signaux mécaniques, 
- de vaisseaux sanguins qui amènent des signaux systémiques et qui permettent le 
recrutement de cellules inflammatoires ou d’autres cellules circulantes dans la niche mais 
aussi l'entrée et la sortie des cellules souches (nichage et mobilisation), 
- de fibres nerveuses qui permettent de communiquer de lointains messages 
physiologiques aux cellules souches dans leur microenvironnement. 
La niche représente une entité complexe et dynamique dans laquelle l’intégration de multiples 
signaux permet un contrôle précis du nombre et de la fonction des cellules souches (Figure 
11). 
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Figure 11 : La niche des cellules souches: composition et fonctions. 
I.3.2. Fonctions de la niche: 
a)  L’auto-renouvellement : balance entre quiescence et prolifération ; la 
division asymétrique et symétrique 
La quiescence. Pour maintenir un stock constant pouvant approvisionner l'organisme en 
cellules différenciées tout au long de la vie et pour se protéger des radiations, de produits 
toxiques ou d'un stress oxydatif, les cellules souches doivent limiter leur division cellulaire et 
demeurent en phase G0 du cycle cellulaire ou phase de quiescence. A tout moment, seulement 
une faible partie des cellules souches sont en cycle et la régulation de cette capacité à entrer 
en prolifération ou à rester en quiescence est grandement contrôlée par la niche. Les cellules 
entrant en phase G0 augmentent leur quantité intracellulaire de protéines inhibitrices du cycle 
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cellulaire tels que les inhibiteurs des CDK (cyclin-dependant kinase) (p16, p21, p53) (Figure 
12) et possèdent peu de facteurs stimulant la mitose.  
 
Figure 12 : Le cycle cellulaire. 
Les cellules souches quiescentes sont détectables dans la niche hématopoïétique 125, 
intestinale et du follicule pileux grâce à des expériences d'injection d'un analogue de la 
thymidine, le BrdU, suivi d'une longue période d'attente, comme évoqué plus tôt dans le 
manuscrit. Les cellules en phase S du cycle cellulaire au moment de l'injection incorporent le 
BrdU à leur ADN. Les cellules avec une forte activité proliférative ont un marquage dilué par 
les divisions cellulaires alors que les cellules qui prolifèrent peu ou pas, les cellules 
quiescentes, retiennent le marquage longtemps et peuvent être ainsi repérées. Par conséquent, 
les cellules souches quiescentes de la niche intestinale ont pu être détectées en position +4 
dans la crypte, celles de la niche du follicule pileux dans le « bulge » et les CSH au contact 
des ostéoblastes. C'est dans la moelle osseuse que des mécanismes intrinsèques mais aussi des 
facteurs environnementaux contrôlant la quiescence ont été les mieux détaillés. De 
nombreuses cytokines sécrétées par les ostéoblastes comme l'angiopoïétine 1 se liant à son 
récepteur Tie2 exprimé sur les CSH, le TGFβ, l'ostéopontine, le SDF-1 ou la thrombopoïétine 
mais aussi certains facteurs de transcription comme Pbx1 promeuvent la quiescence des CSH 
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126-131. Enfin, il a récemment été montré que la protéine p53 impliquée dans le contrôle du 
cycle cellulaire induisait la quiescence des CSH en ayant pour cible les gènes Gfi-1 et Nectin, 
indépendamment de p21, lui aussi augmentant la quiescence 132. Dans la niche du follicule 
pileux, c’est le facteur de transcription NFATc1 (Nuclear factor of activated T cells c1) activé 
par BMP-6 sécrété par la papille dermique qui augmente la quiescence des cellules souches 
du bulge 106, 133.  
 
La division symétrique et asymétrique. Lorsque les cellules souches sortent de leur état de 
quiescence, c’est dans le but de s’auto-renouveler pour ensuite se différencier. Une fine 
régulation de l’auto-renouvellement est une fonction essentielle de la niche pour la génération 
de nouvelles cellules qui ré-entreront en phase G0 ou qui se différencieront pour remplacer les 
cellules endommagées ou sénescentes. Lorsque les cellules souches prolifèrent, elles subissent 
soit une division symétrique qui génère deux cellules filles identiques, soit une division 
asymétrique résultant en une cellule fille qui restera dans la niche et qui gardera son statut 
« souche » et en une cellule fille qui sortira de la niche et qui sera engagée dans une voie de 
différenciation spécifique. Il existe deux mécanismes par lesquels l’asymétrie peut être 
acquise (Figure 13). On distingue la division asymétrique intrinsèque ou déterministe et la 
division asymétrique extrinsèque ou stochastique. Lors de la division intrinsèque (Figure 13 
A) des facteurs déterminant le devenir cellulaire (ARNm ou protéines) vont être répartis 
inégalement dans le cytoplasme avant la division cellulaire.  
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Figure 13 : La division cellulaire asymétrique des cellules souches. 
Pendant la mitose, le plan de clivage est orienté de telle façon qu’une seule des deux cellules 
recevra les déterminants cellulaires. Ainsi, deux cellules filles différentes sont produites, une 
gardant le statut « souche » et l’autre pouvant initier sa différenciation. Une cellule fille 
destinée à rester une cellule souche gardera les facteurs nécessaires à son auto-renouvellement 
et les facteurs anti-différenciants alors qu’une cellule fille destinée à proliférer et à 
différencier dans un lignage particulier recevra moins de facteurs « souche » et plus de 
facteurs proliférants et différenciants. L’ancrage des cellules souches à leur niche via les 
cellules de soutien en établissant des contacts cellule-cellule ou via la matrice extracellulaire 
mais aussi la localisation de facteurs dans la niche permettent leur polarisation et l’orientation 
de leur fuseau mitotique, partageant ainsi les déterminants du devenir cellulaire (Figure 14). 
Cette polarisation est initiée par des stimuli rapides qui réorganisent le cytosquelette d'actine 
faisant des intégrines et des cadhérines des molécules centrales du processus.  
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Figure 14 : Rôle potentiel de la niche dans l’orientation et la définition de la nature de la 
division cellulaire de la cellule souche. 
Les interactions entre la lame basale et les cellules souches avoisinantes, par les jonctions 
adhérentes (en jaune) et par les complexes PAR (en rouge), établissent la polarité de la cellule 
souche qui mène à la concentration des facteurs de détermination cellulaire d’un coté de la 
cellule et à l’orientation du fuseau mitotique. Si les forts signaux de polarisation du fuseau 
mitotique émanent de la lame basale, le partitionnement des déterminants cellulaires se fera 
de façon asymétrique (exemple gauche). Au contraire, les forts signaux se font au contact des 
cellules, les déterminants seront partagés de façon équitable menant à 2 cellules filles 
identiques (exemple droit). 
Ce sont des travaux chez la drosophile qui ont permis d’élucider les voies entrant en jeu dans 
ces mécanismes 134. Les mécanismes sous-jacents à l’établissement de la polarité cellulaire et 
à l’orientation du fuseau mitotique sont complexes et dans certains cas des facteurs tels que 
APC (adenomatous polyposis coli), dynéine-dynactine, le complexe de protéines PAR, la 
protéine kinase atypique C (PKCξ), les filaments d’actine et de myosine sont impliqués. Si le 
fuseau mitotique est orienté parallèlement à la membrane basale, il y aura une répartition 
égalitaire des déterminants cellulaires au cours de la mitose et la division sera symétrique 
(Figure 14 droite). Si le fuseau mitotique est orienté perpendiculairement à la lame basale, les 
facteurs qui déterminent le devenir des cellules seront inégalement répartis et la division sera 
asymétrique (Figure 14 gauche). La cellule ancrée à la membrane basale restera dans la niche, 
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gardera son statut de cellule souche et retournera en phase G0 tandis que l’autre cellule sera 
destinée à donner des progéniteurs puis des cellules matures qui quitteront la niche.  
Une voie alternative pour acquérir l’asymétrie est par exposition des deux cellules filles à 
différents signaux extrinsèques provenant de l’environnement local, c’est la division 
extrinsèque (Figure 13 B). Une cellule souche subit tout d’abord une division symétrique et 
produit ainsi deux cellules filles identiques. Alors qu’une cellule fille reste dans la niche en 
gardant un devenir de cellule souche, l’autre entre au contact d’un environnement différent 
qui produit des signaux initiant la différenciation. Ainsi, comme pour la division asymétrique 
intrinsèque, le produit final est deux cellules filles différentes 135. 
b) L’adhésion et la migration 
Les contacts cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire (MEC) sont connus pour être 
essentiels au bon fonctionnement des cellules souches dans leur niche. Ces contacts physiques 
sont important pour l’ancrage et la rétention des cellules souches à leur support mais aussi 
jouent leur rôle dans la migration 136. 
 
L’ancrage et la rétention. Un attachement physique aux cellules stromales ou à la membrane 
basale est important pour maintenir les cellules souches dans leur niche à proximité des 
signaux qui contrôlent leur quiescence/prolifération et différenciation. Les jonctions 
adhérentes sont les contacts cellule-cellule qui sont formés par des interactions entre des 
protéines transmembranaires, les cadhérines. Une perte de la fonction des cadhérines dans les 
cellules souches germinales de la drosophile entraîne une diminution des cellules souches 137, 
138. Alors que l’ancrage des CSH aux ostéoblastes a été montrée comme étant en partie 
médiée par la N-cadhérine, il a récemment été montré que cette cadhérine ne participait pas à 
leur maintien dans la niche 139. Les cadhérines (M-cadhérine) déterminent aussi la position 
des cellules satellites le long de la fibre musculaire 140. Un autre moyen pour les cellules 
souches de rester dans leur niche est leur ancrage à lame basale par l’intermédiaire des 
intégrines. Par exemple l’intégrine β1 semble être une caractéristique des cellules souches de 
plusieurs tissus comme celles du follicule pileux 141, de la moelle osseuse 142 ou encore celles 
des muscles 143 mais d’autres différentes intégrines, comme l’intégrine α6 qui est le récepteur 
de la laminine composant majoritaire de la membrane basale, sont impliquées dans l’adhésion 
des cellules souches dans leur niche 136. Outre les contacts cellule-cellule et cellule-MEC, des 
facteurs solubles tels que l’angiopoïétine, l’ostéopontine connus pour induire la quiescence 
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des CSH mais aussi de fortes concentrations locales de calcium semblent localiser les cellules 
souches à proximité des ostéoblastes 144. Enfin il a été montré que les CSH sont 
préférentiellement localisées dans des zones locales d'hypoxie de la moelle osseuse 145. 
 
La mobilisation et la domiciliation. Alors que la grande majorité des cellules souches est 
ancrée et retenue dans sa niche, une partie d’entre elles peut être mobilisée. En réponse à des 
stimuli spécifiques, les cellules souches peuvent sortir ou ré-entrer dans leur niche, processus 
appelés mobilisation et domiciliation (« homing » en anglais), respectivement. Ces processus 
biologiques opposés sont contrôlés par des mécanismes moléculaires similaires qui 
nécessitent une sécrétion de facteurs chémoattractants, une activation/inhibition des molécules 
d’adhésion pour l'attachement ou la libération des cellules souches, une transmigration à 
travers la paroi endothéliale et une migration/invasion dans la MEC impliquant sa dégradation 
grâce à des protéases 146 (Figure 15).  
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Figure 15 : La mobilisation et la domiciliation des cellules souches. 
Lors de la mobilisation induite par de nombreuses molécules, telles que des cytokines (G-
CSF, Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Interleukine-7 (IL-7), 
IL-3, IL-12, Stem Cell Factor (SCF) et flt-3 ligand), des chémokines (IL-8, Mip-1α, Groβ et 
SDF-1) ou des catécholamines (dopamine et noradrénaline), les CSH voient l’expression de 
leurs molécules d’adhésion (l’intégrine VLA-4 et du récepteur à la cytokine c-kit) diminuée. 
De manière concomitante, il y a une dégradation de la MEC et des connexions cellulaires par 
l’augmentation de la sécrétion des métalloprotéinases (MMP) 2 et 9 et des protéases 
neutrophiles (élastase et cathepsine G) ainsi que par l'action des ostéoclastes 147. La migration 
transendothéliale est la dernière étape pour atteindre la circulation sanguine et rejoindre le site 
d’accueil. Les mécanismes contrôlant le homing sont assez similaires mais en sens opposé.  
Un des acteurs essentiels impliqués dans la mobilisation et de la domiciliation des CSH en 
conditions homéostasiques ou en cas de lésion est la chémokine SDF-1 aussi appelé CXCL12 
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dont le principal récepteur, le CXCR4, est exprimé sur les CSH. Le SDF-1 est produit par 
plusieurs types cellulaires dans la moelle osseuse dont les ostéoblastes et les cellules 
endothéliales 148. Les effets biologiques de SDF-1 sont médiés par sa capacité à induire la 
mobilité, le chimiotactisme et l’adhésion aussi bien que la sécrétion des MMP et des facteurs 
angiogéniques. Les concentrations de SDF-1 fluctuent en fonction du rythme circadien et sont 
régulées par le système nerveux sympathique (Figure 16). Les CSH, les cellules progénitrices 
hématopoïétiques, les ostéoclastes, les ostéoblastes et les cellules endothéliales expriment des 
récepteurs aux catécholamines et sont capables de répondre à des signaux neuronaux en 
conditions homéostasiques. Dans ces conditions (Figure 16 gauche), les CSH et les cellules 
progénitrices sont attachées aux ostéoblastes et aux cellules endothéliales. Elles quittent, en 
très faible quantité, la moelle osseuse pour entrer transitoirement dans la circulation. Au cours 
de la journée, le nombre de CSH dans le sang oscille de façon opposée aux concentrations de 
SDF-1 dans le microenvironnement de la moelle osseuse très innervé. En situation de stress 
physiologique ou induit (Figure 16 droite), le système nerveux sympathique est activé et 
augmente sa sécrétion de catécholamines ce qui induit l’expression des récepteurs α-
adrénergiques sur les CSH. L’activité des ostéoclastes augmente provoquant une sécrétion 
accrue de MMP qui dégrade la MEC et s’accompagne d’une diminution de niveaux de SDF-1 
dans la moelle osseuse. Ces mécanismes induisent un détachement des CSH de leur 
emplacement et une mobilisation dans la circulation sanguine 149. 
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Figure 16 : Contrôle de la migration des CSH par le système nerveux 
Outre les CSH, d’autres cellules souches sont capables de migrer, c’est notamment le cas des 
CSM. Elles peuvent migrer notamment grâce au couple SDF-1 (Stromal Derived Factor-1) 
/CXCR4 150, en réponse au G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) 151, à MCP-1 
(Monocyte chemotactic protein-1) et MCP-3 152, 153, mais aussi en réponse au TGFβ1 
(Transforming Growth Factor beta 1) sécrété par les ostéoblastes lors de la résorption osseuse 
154. Dans la niche intestinale, la mobilisation des cellules souches est contrôlée par le couple 
EphrineB2 et son récepteur Eph lorsque les cellules migrent le long de la crypte 155. 
c) Balance entre prolifération et différenciation 
La communication des cellules souches avec leur niche est essentielle pour le maintien de 
leurs fonctions et pour la détermination de leur devenir. Parmi les voies de signalisation 
impliquées dans cette balance entre auto-renouvellement ou différenciation, on peut citer les 
voies Wnt et Notch comme étant les plus importantes. Les protéines Wnt sont une famille de 
glycoprotéines sécrétées ayant comme principaux récepteurs les protéines « frizzled » et dont 
le transducteur intracellulaire majeur est la β-caténine (Figure 17 A). Cette voie de 
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signalisation est impliquée dans de multiples aspects du développement embryonnaire, 
gouvernent aussi le devenir cellulaire, la polarité et la prolifération 156. Les protéines Notch 
sont quant à elles des récepteurs transmembranaires dont les principaux ligands sont Jagged 
(1-2) et Delta (1-3) (Figure 17 B). La voie de signalisation Notch est importante pour la 
communication cellule-cellule et dans le contrôle du processus de différenciation cellulaire 
pendant l'embryogenèse et la vie adulte 157. 
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Figure 17 : Les voies de signalisation Wnt et Notch. 
(A) Voie Wnt: la voie de signalisation est initiée quand un ligand se lie aux récepteurs 
Frizzled ou LPR (Lipoprotein receptor-related protein) à la surface cellulaire. En absence de 
ligand, la β-caténine est piégée dans un complexe (adenomatous polyposis coli (APC) et 
axine) qui va être phosphorylé par la casein-kinase 1α (CK1α) et la glycogen synthase kinase 
(GSK3β). La phosphorylation même à l’ubiquitination et la dégradation de la β-caténine. 
Quand un ligand se lie au récepteur, Frizzled forme un complexe avec disheveled (Dsh) alors 
que LRP est phosphorylé ce qui provoque une relocalisation de l’axine à la membrane 
plasmique. La déstructuration du complexe mène à une accumulation de la β-caténine dans le 
cytosol et à sa translocation dans le noyau qui va interagir avec le facteur  de transcripton T-
cell factor/lymphoid enhancer factor (Tcf) qui régule l’expression de nombreux gènes.  
(B) Voie Notch: quand un ligand de la famille Delta (Delta 1-3) ou Jagged (Jagged 1-2) se lie 
au récepteur Notch, des évènements protéolytiques impliquant la γ-sécrétase mènent au 
relargage et à la translocation du domaine intracellulaire du récepteur (NICD) dans le noyau. 
Le NICD va former un complexe avec le facteur de transcription CSL et les co-facteurs de la 
famille Mastermind-like (MAML) pour activer la transcription des gènes cibles. 
Dans la moelle osseuse, la voie de signalisation Wnt favorise l'auto-renouvellement des CSH 
et la prolifération des progéniteurs qui peuvent donner des cellules matures fonctionnelles en 
peu de temps 158-160 alors que la voie Notch maintient les CSH dans un état indifférencié 161. 
Ainsi les voies Wnt et Notch agissent en synergie pour maintenir un stock de CSH. 
Plusieurs membres de la famille de Wnt sont exprimés dans les cellules épithéliales de la 
crypte intestinale ce qui suggère qu'ils agissent de manière auto- et paracrine 162. L’abolition 
de la voie de signalisation Wnt soit par suppression de Tcf4 ou de la β-catenine, soit par 
Introduction 
 
- 54 - 
surexpression de l'inhibiteur de Wnt, DKK1, résulte en une perte de la prolifération des 
cellules souches intestinales faisant de la voie Wnt une voie dominante dans le contrôle de 
l'activité proliférative des cellules souches des cryptes intestinales 163-166. De plus, la 
modulation de la voie de signalisation Notch a aussi de profondes répercutions sur la capacité 
de prolifération des cellules souches intestinales. Comme souvent dans les systèmes en 
développement, Notch agit de concert avec Wnt et leur combinaison spécifie le devenir des 
cellules souches intestinales: des cellules Notch-/Wnt+ vont différencier en cellules 
sécrétrices, des cellules Notch+/Wnt- vont donner des entérocytes alors que des cellules 
Notch+/Wnt+ auront leur phénotype indifférencié maintenu 162. 
Alors que la voie de signalisation Wnt est importante dans l'auto-renouvellement des cellules 
souches de la moelle osseuse et de l'intestin, elle est aussi importante dans le processus de 
différenciation des cellules souches d'autres tissus. Dans le bulbe du follicule pileux, la voie 
Wnt a des rôles séquentiels dans la régulation du lignage des cellules souches qui dépend des 
niveaux de signal. Une activation de la voie entraîne une sortie des cellules souches de leur 
quiescence, leur activation et prolifération puis différenciation pouvant aller jusqu'à un 
processus de tumorigénèse si la voie est trop activée 167. Dans le muscle, squelettique, la voie 
Wnt promeut la différenciation terminale et la fusion des myoblastes en prolifération 168 mais 
aussi la prolifération des cellules satellites pendant la régénération musculaire qui a lieu après 
une blessure 169. Quant à la voie Notch, elle maintiendrait la structure folliculaire mais ne 
participerait pas au choix du devenir cellulaire des cellules souches du follicule pileux 170. En 
plus de son rôle dans le maintien des cellules différenciées du bulbe, elle serait aussi 
nécessaire au blocage de la migration des cellules souches du « bulge » en leur différenciation 
en épiderme interfolliculaire qui a lieu en situation de blessure 171. Notch active et fait 
proliférer les cellules satellites du muscle 120. 
Les CSM de la moelle osseuse expriment de nombreuses protéines de la famille Wnt incluant 
des ligands, des récepteurs, des co-récepteurs et des antagonistes agissant de manière auto- et 
paracrine 172. Une faible activation de la voie de signalisation Wnt aurait des effets 
stimulateurs sur l’auto-renouvellement des CSM alors qu’à forte concentration les ligands 
Wnt auraient un effet inverse. Que ce soit pour la voie de différenciation ostéoblastique ou 
chondroblastique, la voie de signalisation Wnt promeut l’engagement des CSM dans les deux 
voies mais inhibe la différenciation terminale. Enfin la voie Wnt inhibe la différenciation 
adipocytaire et stimule la différenciation myogénique comme pour les cellules satellites du 
muscle (pour revue Ling L 2009 173). Quant à la voie de signalisation Notch, elle maintient un 
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stock de CSM en inhibant la différenciation ostéoblastique 174 et est nécessaire à l’engagement 
des CSM dans la voie chondroblastique mais pas pour la différenciation terminale 175. 
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II. Utilisation des cellules souches en thérapie cellulaire 
Les cellules souches sont considérées de plus en plus comme un outil thérapeutique. Les 
traitements médicaux à partir de ces cellules sont de la thérapie cellulaire qui vise à introduire 
des nouvelles cellules dans un organe endommagé ou pour traiter une maladie. L’utilisation 
des cellules souches donne beaucoup d’espoir pour soigner des pathologies telles que des 
leucémies, des maladies neurodégénératives, le diabète, la cirrhose hépatique, des maladies 
cardiovasculaires, pour faciliter les greffes ou encore pour faire de l’ingénierie tissulaire dans 
le processus de régénération d’os et de réparation de cartilage.  
 
Les cellules souches utilisées en thérapie cellulaire peuvent avoir différents modes 
d’action visant à l’amélioration de la maladie ; d’un part, elles peuvent s’intégrer à l’organe 
malade ou blessé et se différencier en cellules matures spécialisées et ainsi remplacer les 
cellules endommagées et d’autre part, elles peuvent aussi servir « d’adjuvant » par des 
propriétés qui leur sont propres comme la sécrétion de facteurs de croissance ou une 
immunomodulation.  
 
La greffe des CSH humaines est utilisée depuis environ 50 ans lors des transplantations 
de moelle pour traiter différentes hémopathies comme par exemple des aplasies médullaires, 
des leucémies, des myélomes ou encore des lymphomes. Les cellules souches sont isolées soit 
à partir d’une ponction de moelle, soit dans le sang après avoir induit une mobilisation 
(cytaphérèse) puis elles sont réinjectées au receveur par voie intraveineuse. Bien qu’utilisées 
depuis longtemps, des investigations pour l’amélioration des techniques implantatoires sont 
toujours en cours.  
 
Concernant la thérapie cellulaire visant à améliorer l’état des patients atteints de 
maladies neurodégénératives, cardiovasculaires ou pour l’ingénierie tissulaire, ce sont les 
cellules souches embryonnaires et mésenchymateuses de la moelle osseuse qui sont les plus 
courtisées. Les cellules souches embryonnaires ont pour avantages d’être des cellules 
normales, pluripotentes et disponibles en quantité mais présentant des risques immunogènes 
du fait de la situation allogénique, mais aussi des risques tumorigènes. De plus, elles 
soulèvent un problème éthique important quant à leur obtention. Cependant un premier essai 
clinique de thérapie cellulaire utilisant des cellules souches embryonnaires différenciées en 
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oligodendrocytes a été lancé cette année aux Etats-Unis dans le but de réparer des lésions de 
la moelle épinière 176.  
 
Les CSM humaines par leurs caractéristiques biologiques sont aussi un grand axe 
d’étude pour la thérapie cellulaire mais leur utilisation semble un peu controversée 177. Elles 
peuvent être isolées à partir de la moelle osseuse et amplifiées in vitro en maintenant une 
stabilité génétique 178, et être ainsi utilisées de manière autologue. Elles peuvent être 
employées pour la prévention et le traitement des effets secondaires qui peuvent apparaître 
lors de greffes de CSH allogéniques 179. Leur co-injection avec des CSH a montré une 
meilleure prise de la greffe associée à une récupération complète de l’hématopoïèse, mais 
aussi une réduction des effets secondaires et notamment des réactions greffe contre hôte que 
peuvent engendrer les greffes allogéniques 180-182. Des études précliniques utilisant des 
modèles animaux de pathologies cardiaques ont montré que l’administration systémique de 
CSM (ou de cellules satellites) pouvait réparer un myocarde de rongeurs ayant subi un 
infarctus 183, 184, améliorer les fonctions cardiaques de rongeurs présentant des 
cardiomyopathies en augmentant l’angiogénèse et la myogénèse, en inhibant la fibrose 185 et 
favoriser la sécrétion de protéines anti-inflammatoires 186. Les essais cliniques chez l’homme 
sont toutefois moins concluants mais restent encourageant 187. Des injections de CSM à des 
modèles animaux présentant des pathologies neurodégénératives telles que les maladies 
d’Alzheimer et de Parkinson, mais aussi pour traiter la cirrhose hépatique et le diabète de type 
I améliorent les symptômes de ces pathologies grâce à leurs sécrétions et actions 
immunomodulatrices et non pas par directe différenciation cellulaire 188-194. Elles diminuent 
aussi les signes cliniques de l’encéphalomyélite autoimmune expérimentale, préviennent des 
dommages causés par l’arthrite rhumatoïde et retarderaient l’installation du diabète 
autoimmun de type I 194-197. Concernant l’ingénierie tissulaire, la transplantation de CSM 
autologue en combinaison avec des biomatériaux a conduit à la reconstruction osseuse 
mandibulaire 198 mais aussi à réparer un défaut de cartilage articulaire de genou 199. Toutefois, 
la définition des conditions optimales de l’utilisation en ingénierie tissulaire des CSM pour la 
réparation osseuse et cartilagineuse demande encore de nombreuses futures études cliniques. 
L’utilisation des CSM de la moelle osseuse en thérapie cellulaire semble prometteuse. 
Cependant la méthode d’isolement qui consiste en une ponction de la moelle osseuse dans les 
os du bassin sous anesthésie générale reste invasive et douloureuse. De plus, du fait de leur 
faible proportion in situ, il est nécessaire de les amplifier in vitro pour pouvoir en obtenir un 
nombre suffisant avant de les utiliser. Cette étape d’expansion peut aboutir à des 
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transformations malignes spontanées pouvant aboutir à une perte des potentiels de 
différenciation lorsqu’elles sont injectées in vivo 200 ou générer des tumeurs 201. 
 
Une source de cellules avec de multiples potentiels de différenciation, pouvant être isolées en 
grande quantité par une procédure peu invasive, sans étape d’expansion in vitro et aussi 
transplantées de façon sûre et efficace de manière auto- ou allogénique serait « idéale » pour 
des applications en thérapie cellulaire en substitution des CSM de la moelle osseuse. Cette 
source « idéale » pourrait être le tissu adipeux (TA) sous-cutané. En effet, le TA a été décrit 
pour être une source potentielle de cellules souches adultes dites de type mésenchymateux 
avec de multiples potentiels de différenciation 80. Plusieurs termes sont utilisés pour nommer 
ces cellules, tels que « adipose-derived stem cells » ou « adipose-derived stromal cells » 
reconnues sous l’acronyme ASC ou encore cellules souches/progénitrices du TA. La méthode 
d’isolement de ces cellules, leurs capacités de différentiation et leurs potentiels 
immunomodulateurs sont comparables à ceux des CSM de la moelle osseuse 202. Avec 
l’augmentation de l’incidence de l’obésité dans le monde entier, le TA sous-cutané est un 
tissu abondant et rapidement accessible par simple liposuccion et renferme un nombre 
important de cellules dites « souches » pouvant être utilisées en substitution des CSM de la 
moelle osseuse et donc comme outils pour la thérapie cellulaire 203.  
 
Au démarrage de ma thèse, alors que de nombreux travaux s’intéressaient à ces 
cellules souches/progénitrices pour leurs potentiels de différenciation et en vue d’une 
utilisation éventuelle en thérapie cellulaire, peu de données étaient disponibles 
concernant la caractérisation phénotypique et génotypique de ces cellules à l’état natif 
ainsi que l’influence de leur microenvironnement et de l’état d’obésité sur leur nombre, 
leurs capacités de prolifération et de différenciation. En effet, le TA n’est pas un tissu 
inerte, il est métaboliquement actif et fortement impliqué dans le métabolisme énergétique et 
il représente un important organe endocrine (cf. paragraphe III.2.2). De plus, le TA apparaît 
comme un acteur clé en tant que source et site de l’inflammation qui survient au cours de la 
mise en place de l’obésité 204. C’est un tissu plastique qui peut subir de forts changements 
(obésité ou lipoatrophie) tout au long de la vie. Étudier l’influence du microenvironnement 
dans lequel évoluent les cellules souches/progénitrices et mieux les caractériser semble 
être indispensable pour une meilleure compréhension de leur biologie dans les étapes 
précoces du développement de l’obésité mais aussi dans le but d’une utilisation 
optimisée en thérapie cellulaire. 
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III. Le tissu adipeux : origine et développement – implication 
des cellules souches 
III.1.  L’obésité 
III.1.1. Définition 
L’obésité est définie comme un développement excessif de la masse grasse pouvant avoir des 
effets néfastes sur la santé. Les causes de l’obésité sont multifactorielles. L’obésité comme le 
surpoids peuvent être expliqués dans la majorité des cas par la combinaison d’un déséquilibre 
de la balance énergétique, conséquence d’un excès d’apports caloriques ; d’une diminution 
des dépenses énergétiques due à une réduction de l’activité physique (sédentarisation) ; et 
d’une susceptibilité génétique. 
L’obésité se mesure par l’indice de masse corporelle (IMC) ou body mass index (BMI) en 
anglais (Tableau 2). L’IMC est calculé en divisant le poids de la personne par le carré de sa 
taille (kg/m²). Selon l’organisation mondiale de la santé (OMS), une personne adulte ayant un 
IMC compris entre 18,5 et 24,9 est considérée comme ayant un poids normal et entre 25 et 
29,9 kg/m² comme étant en surpoids ou préobèse. Une personne est obèse lorsque son IMC 
est supérieur à 30 kg/m² et un IMC supérieur à 40 kg/m² signe une obésité sévère ou morbide, 
seuil à partir duquel une morbidité apparaît suite aux complications liées au poids.  
Introduction 
 
- 60 - 
Tableau 2 : Classification internationale du sous poids, surpoids et de l’obésité selon l’IMC. 
Classification IMC (kg/m²) Risque de morbidité associée 
Insuffisance pondérale < 18,5 Faible 
Normo-pondéré 18,5 – 24,9  
Surpoids ou pré-obèse 25 – 29,9 Accru 
Obèse ≥ 30  
Obèse classe I 30 – 34,9 Modérée 
Obèse classe II 35 – 39,9 Important 
Obèse classe III ≥ 40 Très important 
D’après la classification mondiale de l’OMS 
Cependant, bien que l’IMC corrèle positivement avec la masse grasse, il ne la mesure pas 
directement et son interprétation a quelques limites.  En effet, l’IMC ne prend pas en compte 
une forte ossature ou musculature et ne donne aucune indication quant à la répartition du TA 
dans l’organisme dont dépend le risque de maladies associées au développement de la masse 
grasse. Il est un bon indicateur de l’obésité chez l’adulte mais pas chez l’enfant ou 
l’adolescent. D’autres techniques existent pour estimer la masse grasse : 
- La mesure des plis cutanés qui permet d’estimer l’adiposité sous-cutanée. 
- La mesure du tour de taille (mesure supérieure à 102 cm pour les hommes et à 
88 cm chez la femme (en dehors des grossesses)) et le ratio taille sur hanche (supérieur à 0.9 
chez l’homme et à 0,85 chez la femme) qui permettent d’apprécier l’adiposité abdominale qui 
est associée à une augmentation du risque de maladies cardio-vasculaires.  
- L’impédancemétrie qui par le calcul de la résistance des tissus biologiques à un 
courant sinusoïdal de faible intensité permet d’estimer la quantité de TA, ce dernier n’étant 
pas conducteur d'électricité. 
- Et enfin l’imagerie par résonance magnétique (IRM) qui est une méthode plus 
fine mais couteuse car elle permet de localiser et de quantifier le TA dans tout l’organisme. 
III.1.2. Prévalence 
L’obésité est devenue la première maladie non infectieuse de l’histoire mais ne constitue pas 
une pathologie elle-même. Elle est délétère pour l’organisme car elle est à l’origine du 
développement d’autres maladies (maladies cardio-vasculaires, diabète de type 2, cancers, 
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dyslipidémies). L’obésité raccourcit l’espérance de vie et influence de manière négative la 
qualité de vie. Sur 6 milliards d’individus, 3 milliards sont sous-alimentés et les autres sont en 
train de devenir obèses. D’après les dernières estimations de l’OMS en 2005, environ 1,6 
milliard d’adultes avaient un surpoids et au moins 400 millions d’adultes étaient obèses. 
Autrefois considérés comme des problèmes propres aux pays à haut revenu, le surpoids et 
l’obésité augmentent de façon spectaculaire dans les pays à faible ou moyen revenu, surtout 
en milieu urbain. En Europe, la prévalence de l’obésité a triplé en 20 ans, un adulte sur deux 
et un enfant sur cinq sont en surcharge pondérale et un tiers d’entre eux sont obèses. Selon la 
dernière étude Obépi, la prévalence de l’obésité est aujourd’hui en France de 13.1% et reste 
cependant inférieure à celle des Etats-Unis où un tiers de la population est obèse 205. 
III.2. Fonctions des tissus adipeux 
Deux types de tissu adipeux (TA) fonctionnellement différents sont classiquement décrits 
chez les mammifères: le TA brun et le TA blanc (Figure 18 A et B). Ces deux types de TA 
sont principalement composés de cellules « stockeuses de lipides», l’adipocyte, et sont 
impliquées dans la balance énergétique mais présentent une morphologie différente et 
assument des fonctions bien distinctes. 
III.2.1. Fonctions du tissu adipeux brun 
Le tissu adipeux brun est impliqué dans la dépense d'énergie en dissipant de la chaleur lors 
de la thermogenèse adaptative. Cette propriété unique du TA brun est due à une grande 
capacité oxydative et à la grande densité mitochondriale dans les adipocytes bruns (Figure 18 
A). Ces cellules expriment spécifiquement la protéine découplante UCP-1 (uncoupling 
protein-1) dans la membrane interne des mitochondries qui joue un rôle essentiel dans la 
thermogenèse adaptative en permettant la dissipation du gradient de protons généré par la 
respiration sous la forme de chaleur à la place de la production d'ATP. Chez les rongeurs, le 
TA brun est abondant dans la période néonatale mais est présent pendant toute leur vie et est 
principalement situé dans la région intra-scapulaire. Chez l'Homme, il est abondant chez le 
fœtus et les nouveau-nés dans les régions axillaire, cervicale, périrénale et autours des glandes 
surrénales (Figure 18 C) et jusqu’à récemment il était admis qu’il disparaît rapidement après 
la naissance et il était considéré comme inexistant et sans pertinence physiologique chez 
l'adulte 206. Cependant, l’utilisation de la tomographie par émission de positrons couplée à de 
la tomographie assistée par ordinateur (PET-CT) utilisée pour détecter les métastases 
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tumorales, ont permis de détecter des zones symétriques présentant une grande absorption de 
18F-fluorodeoxyglucose (18F-FDG) mais d’une densité différente à celle du muscle. Ces zones 
ont été décrites pour être du TA brun. Des dépôts se retrouvent dans les régions cervicale, 
supraclaviculaire et paravertebrale chez des individus sains (Figure 18 C) et non pas entre les 
omoplates comme chez le rongeur 207. Récemment par l’utilisation de la même méthode, deux 
études ont montré, chez l’homme, que ce TA brun était métaboliquement actif et que son 
activité était augmentée par le froid. De plus, il est plus fréquent chez la femme que chez 
l’homme et inversement corrélé à l’IMC, surtout chez les personnes âgées 208, 209. Enfin, il 
vient d’être décrit, chez l’homme, comme subissant les variations saisonnières, il est plus 
particulièrement modulé par la photopériode que par la température 210. 
Introduction 
 
- 63 - 
 
Figure 18 : Localisation des TA. 
(A) Coupe histologique de TA brun. (B) Coupe histologique de TA blanc. (C) Distribution du 
TA brun et blanc à travers le corps. 
III.2.2. Fonctions du tissu adipeux blanc 
Le tissu adipeux blanc est lui impliqué dans le stockage et la mobilisation d'énergie sous 
forme de triglycérides et est aussi un organe endocrine important pour la modulation du 
métabolisme. Alors que chez la souris, le TA blanc se développe principalement après la 
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naissance, chez l’homme, les premiers adipocytes apparaissent au cours du second trimestre 
de gestation et après la naissance, les dépôts sous-cutanés et viscéraux sont déjà apparents et 
continuent de se développer 211. 
Sa localisation varie selon les espèces. Chez l'Homme, le TA blanc est présent dans plusieurs 
dépôts qui se distribuent à travers tout le corps (Figure 18 C) 212. Les localisations principales 
sont intra-abdominales (autours de l’épiploon, des intestins et dans les zones péri-rénales) 
mais aussi sous-cutanées (au niveau abdominal, des fesses et des cuisses). Mais le TA blanc 
peut se trouver ailleurs comme dans les espaces rétro-orbitaux, aux extrémités, sur la face, 
dans la moelle osseuse mais aussi en intra- et péri-musculaires. Les différents dépôts ne sont 
pas tous métaboliquement équivalents et ont des profils sécrétoires différents. La répartition 
de la masse grasse, même chez les individus minces ou de poids constant, change avec l'âge: 
il y a une diminution du TA sous-cutané en faveur du TA intra-abdominal. 
a) Fonctions métaboliques 
Le TA n’est plus décrit comme un simple tissu de soutien et de protection, il possède une 
activité métabolique intense. Il est le lieu de stockage et de mobilisation de l’énergie sous 
forme de triglycérides (TG) ou triacyglycérols (TAG). On parle de lipogenèse lorsque les 
apports caloriques sont supérieurs aux dépenses et que le corps a besoin de stocker de 
l’énergie. Inversement, en situations de jeûne, d’exercice physique, de stress ou d’exposition 
au froid, le TA peut libérer de l’énergie sous forme d’acides gras libres dans le sang. On parle 
alors de lipolyse ou lipomobilisation.  
− La synthèse des lipides : la lipogenèse 
Les plus grandes réserves énergétiques du corps humain sont stockées dans l'adipocyte sous 
forme de TG. Deux voies permettent la synthèse et le stockage des TG dans l'adipocyte: (I) le 
captage d'acides gras (AG) circulants et (II) la synthèse d'AG de novo ou lipogenèse. 
→ Le captage des AG circulants : 
La principale voie de synthèse des TG dans le TA se fait à partir des acides gras, les TG, 
présents dans les lipoprotéines (chylomicrons et VLDL (Very low density lipoprotein)) de la 
circulation sanguine en situation post-prandiale. Ces lipoprotéines étant de trop grande taille 
pour passer la barrière endothéliale, les TG sont hydrolysés par une lipase : la lipoprotéine 
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lipase ou LPL. La LPL est synthétisée et sécrétée par les adipocytes en situation post-
prandiale et transférée à la surface des cellules endothéliales dans la lumière des capillaires où 
elle est ancrée grâce à des protéoglycans à héparane sulfate 213 (Figure 19).  
 
Figure 19 : Captage des acides gras circulants. 
LPL: Lipoprotéine lipase; TAG: Triacylglycérol; AG: Acide gras; VLDL: Very low density 
lipoprotein. 
L'hydrolyse des TG par la LPL en coopération avec la GPIHBP1 
(glycosylphosphatidylinositol-anchored high density lipoprotein-binding protein 1) 
récemment décrite comme potentiel récepteur aux chylomicrons et VLDL, entraîne la 
libération d'AG 214, 215. Les AG libres sont ensuite internalisés dans l'adipocyte par diffusion 
passive grâce au flip-flop de la membrane pour les AG libres à courtes chaînes 216, 217 ou pour 
les AG libres à longues chaines par transport actif via des protéines de transport de la famille 
des Fatty acid transport protein (FATP) ou CD36 (ou Fatty Acid translocase (FAT)) 218,219. 
Une fois dans le cytosol de l'adipocyte, le transfert des AG est assuré par la protéine de 
transport aP2/FABP4. Les AG sont transformés par l'enzyme acyl-coenzyme A synthase en 
Acyl-Coenzyme A (Acyl-CoA) puis sont ré-estérifiés en TG sur les fonctions alcool du 
glycérol-3-phosphate par l’intermédiaire et l’action successive de trois enzymes : la glycerol-
3-phosphate acyltransférase ou GPAT qui greffe le premier AG en position 1 sur le glycérol-3  
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phosphate 220, l’acylglycerol-3-phosphate acyltransferase ou AGPAT qui pose le second AG 
221 et la diacylglycérol acyltransférase ou DGAT qui fixe le dernier AG 222. 
→ La synthèse d'AG ou lipogenèse de novo : 
La lipogenèse de novo est la synthèse d'AG à partir de précurseurs non lipidiques qui sont 
principalement les sucres (Figure 20).  
 
Figure 20 : Lipogenèse/synthèse des triglycérides dans l’adipocyte. 
Glut: glucose transporter; HK: hexokinase; DHAP: dihydroxyacétone phosphate; TG: 
triglycérides; ACC: acétyl Coenzyme A (CoA) carboxylase; FAS: fatty acid synthase; GPAT: 
glycerol-3-P acyltransferase; AGPAT: acylglycerophosphate acyltransferase; DGAT: 
diacylglycerol acyltransferase. 
Le substrat majeur est le glucose. Chez les mammifères, elle se déroule principalement dans 
le foie 223 mais aussi dans le TA blanc et les glandes mammaires pendant la lactation. Chez 
l’homme, la capacité lipogénique est essentiellement hépatique, la voie de synthèse des AG à 
partir du glucose étant faiblement active dans l’adipocyte humain 224, 225. Après son entrée 
dans l'adipocyte par les transporteurs spécifiques Glut-1 (transport basal) et Glut-4 (transport 
insulino-dépendant), le glucose est transformé en pyruvate par la voie de la glycolyse. Le 
pyruvate donne ensuite de l'acétyl CoA puis du manolyl CoA par l'action séquentielle de 
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l'acetyl coenzyme A carboxylase (ACC) et de la fatty acid synthase (FAS) pour enfin se 
transformer en acide gras à longue chaîne saturée. L’action des différentes désaturases permet 
de synthétiser des AG plus ou moins saturés. Alors que la contribution de cette voie dans 
l’accumulation de TG dans le TA est clairement démontrée chez le rongeur, elle semble 
beaucoup moins  importante chez l’Homme 224. De nombreux facteurs endocrines et 
paracrines tels que les catécholamines, l’hormone de croissance et la leptine sont capables de 
contrôler le stockage des TGs. Le facteur majeur est l’insuline qui stimule cette voie en 
augmentant le captage du glucose via le recrutement du transporteur Glut-4 à la membrane, et 
en activant les enzymes glycolytiques et lipogéniques 226. La dernière étape nécessaire à la 
synthèse des TG est la ré-estérification des AG néoformés ou captés de la circulation. Cette 
étape nécessite l'action de 3 enzymes spécifiques qui agissent séquentiellement pour greffer 3 
AG sur un squelette de glycérol phosphorylé en position 3 pour donner un TG (cf. paragraphe 
captage des AG circulants). 
− La mobilisation des lipides : la lipolyse 
Afin de fournir l'énergie nécessaire aux tissus périphériques comme les muscles et le foie, les 
réserves d'énergie du TA sont utilisées et ainsi les TAG sont hydrolysés en glycérol et AG 
non estérifiés qui seront utilisés via la β-oxydation dans les mitochondries des tissus cibles en 
demande énergétique.  
Plusieurs lipases ainsi que des protéines associées aux gouttelettes lipidiques sont nécessaires 
à l'hydrolyse des TG. La LHS (Lipase Hormono Sensible) permet l'hydrolyse des TAG en 
DAG (diacylglycerol) et des DAG en MAG (monoacylglycérols) 227. La LHS est la seule 
enzyme pouvant être régulée par des facteurs hormonaux (insuline et catécholamines) ce qui 
en fait une enzyme clé de la lipolyse 228. En plus de la LHS, une nouvelle enzyme a été 
identifiée, l'ATGL (Adipose Triglycéride Lipase), qui possède exclusivement une activité 
triglycéride lipase (hydrolyse de TAG en DAG) 229-231. L’activité de l’ATGL est dépendante 
de son co-activateur CGI-58/ABHD5 et semble jouer un rôle important dans la lipolyse basale 
232. L'étape finale de la lipolyse génère des AG libres et du glycérol grâce à la 
monoacylglycérol lipase (MGL) qui n'est pas hormonalement régulée 233.  
Plusieurs hormones participent à la régulation de la lipolyse en la stimulant ou en l'inhibant 
(pour revue Lafontan M et Langin D 2009 234) (Figure 21). Les catécholamines, telles que 
l'adrénaline via la circulation et la noradrénaline via l’innervation sympathique, par leurs 
récepteurs beta-adrénergiques couplés à des protéines Gs présents à la surface des adipocytes, 
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stimulent la lipolyse 235-237. L'adrénaline par les récepteurs α-adrénergiques couplés aux 
protéines Gi mais aussi l'insuline ou encore le neuropeptide Y, l'adénosine, les 
prostaglandines et l'acide nicotinique, ont elles une action inhibitrice sur la lipolyse. Ces 
hormones contrôlent les concentrations intracellulaires d'AMP cyclique via leurs actions sur 
l'adenylyl cyclase ou par l'activation de la phosphodiesterase 3B de l’adipocyte par l'insuline. 
Outre les catécholamines, de nombreuses molécules sont connues pour réguler positivement 
la lipolyse (la thyroid stimulating hormone (TSH), le glucagon, l'IL-6 ou le TNF-α 238-240) 
mais de façon plus lente. Une autre voie peut stimuler la lipolyse, c'est la voie des peptides 
natriurétiques. L'ANP (atrial natriuretic peptide) et le BNP (B-type natriuretic peptide) 
stimulent l'activité de la guanylyl cyclase couplée au récepteur de l'ANP et ainsi la production 
de GMP cyclique 241-243. L'AMPc et le GMPc contribuent à la phosphorylation par la PKA ou 
la PKG des périlipines et de la LHS. La phosphorylation des périlipines entraîne la libération 
d'un co-activateur de l'ATGL et une importante altération de la surface des gouttelettes 
lipidiques qui facilite l'hydrolyse des TAG par la LHS. La phosphorylation de la LHS a pour 
effet sa translocation du cytosol vers la surface des gouttelettes lipidiques. Les produits finaux 
de l'hydrolyse des TAG sont relargués par l'adipocyte. Le glycérol passe la membrane 
plasmique par diffusion facilitée grâce à une aquaporine (AQP7) 244 et les AGL sont relargués 
grâce à une protéine de transport, FABP4 (Fatty Acid Binding Protein 4). 
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Figure 21 : Contrôle de la lipolyse dans l’adipocyte humain. 
Les catécholamines activent les récepteurs α2-adrénergiques et β1/2-adrénergiques modulant 
négativement et positivement l’activité de l’adénylyl-cyclase respectivement. Outre le 
récepteur α2–AR, de nombreux autres récepteurs sont couplés négativement à l’AC. C’est 
notamment  le cas des récepteurs à l’adénosine, aux prostaglandines, au neuropeptide Y 
(NPY) et à l’acide nicotinique. L’AC produit de l’AMPc qui va activer une protéine kinase 
dépendante de l’AMPc (PKA). L’insuline possède une action antilipolytique. Son mécanisme 
d’action implique la phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3-K), la protéine kinase B (PKB/Akt) 
et la phosphodiestérase-3B (PDE-3B) qui diminue les taux intracellulaires d’AMPc 
transformé en 5’-AMP. L’ANP et le BNP stimulent le NPR-A dont l’activité guanylyl-cyclase 
génère du GMPc. Le GMPc stimule une protéine kinase dépendante du GMPc (PKG ou cGK-
I). La PKA et la PKG activent par phosphorylation les périlipines et la lipase hormono-
sensible (LHS) qui va transloquer à la vacuole lipidique et participer, avec l’adipocyte 
triacylglycérol lipase (ATGL) et la monoglycéride lipase (LMG), à l’hydrolyse des 
triglycérides (TGs) en glycérol et acides gras libres (AGL).  
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b) Fonctions sécrétoires 
Outre ses fonctions métaboliques, le TA a une importante activité de sécrétion, 
particulièrement due au relargage d’acide gras lors de périodes de jeûne 245. Il produit et 
sécrète un grand nombre de facteurs reconnus pour avoir des activités auto- et paracrines mais 
aussi endocrine. Le terme « adipokine » a d’abord été proposé pour désigner les facteurs 
sécrétés par les adipocytes puis étendu à l’ensemble des facteurs bio-actifs produits par le TA 
que ce soit par les adipocytes ou par les autres types cellulaires qui le composent (cf. 
paragraphe III.3.2). Les adipokines sont d’une grande diversité en terme de fonctions 
physiologiques, elles participent au métabolisme lipidique, à l’homéostasie glucidique, au 
contrôle du tonus vasculaire et à l’angiogenèse ainsi qu’à la réponse immunitaire et 
inflammatoire, à la régulation de l’appétit et aux fonctions reproductives. La découverte de la 
première sécrétion adipocytaire a été la lipoprotéine lipase 246. Toutefois, c’est avec la 
découverte de la leptine, hormone spécifiquement synthétisée par les adipocytes et intervenant 
dans le contrôle de la prise alimentaire, que le TA a acqui son statut d’organe endocrine 247. 
De nombreux autres facteurs ont par la suite été décrits pour être sécrétés par le TA, on en 
dénombre plus de 250 parmi lesquels on peut trouver 248: des hormones (stéroïdes et 
glucocorticoïdes), des cytokines (TNFα, IL-6, IL-8, MCP-1), des facteurs de croissance 
(FGF, TGFβ, VEGF), des protéases (MMP-2 et -9) et leurs inhibiteurs (TIMP-1 et -3, PAI-1), 
des éléments de la matrice extracellulaire (collagène, fibronectine). Leurs actions peuvent être 
classées en différentes fonctions biologiques impliquées dans : le métabolisme des lipides et 
des lipoprotéines, le tonus vasculaire et l’angiogénèse, le métabolisme et l’homéostasie 
énergétique, la sensibilité à l’insuline, les réponses immunitaire et inflammatoire et le 
remodelage de la matrice extracellulaire (Figure 22). Seule la leptine et l’adiponectine sont 
des sécrétions spécifiques de l’adipocyte, l’ensemble des autres facteurs peuvent être 
exprimés à la fois par les adipocytes et les autres types cellulaires composant le TA. Des 
différences dans l’activité et dans le type de sécrétions ont été décrites chez l’homme entre le 
TA sous-cutané et viscéral 249, mais aussi en fonction de l’état d’obésité (par exemple : 
augmentation de la sécrétion de leptine et diminution de l’adiponectine chez les individus 
obèses) et enfin entre l’homme et la souris. 
Introduction 
 
- 71 - 
 
Figure 22 : Les sécrétions du tissu adipeux. 
III.3. Origine, développement et composition 
III.3.1. Origine et développement 
Le TA, comme les muscles et les os, est généralement décrit pour être dérivé de CSM issues 
du feuillet mésodermique de l'embryon.  
Jusqu’à récemment, il était admis que les adipocytes bruns et blancs provenaient du même 
progéniteur mésenchymateux puisque la différenciation de ces deux types cellulaires nécessite 
l’intervention du facteur de transcription PPARγ 250-253. Cependant, les fonctions distinctes du 
TA brun et blanc suggèrent que ces deux tissus pourraient provenir de précurseurs différents. 
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En effet, il a récemment été montré par l’utilisation de modèles murins, d’un part par le 
groupe de Spielgelman que les adipocytes bruns dérivaient d’un précurseur myogénique 
exprimant Myf-5 dont l’origine est différente de celle des adipocytes blancs 254 et d’autre part 
par le groupe de Giacobino, que les cellules humaines CD34+ dérivant du muscle squelettique 
mais pas du TA blanc avaient des capacités de différenciation en adipocytes bruns 255. Le 
contrôle de l’engagement de ces cellules progénitrices dans la voie adipogénique brune ou 
myogénique semblerait être régi par le facteur de transcription PRDM16 254. Ces résultats 
corroborent les données d’expression génique qui avaient observé que les adipocytes du TA 
brun présentaient une signature myogénique 256 ainsi qu’avec la découverte d’adipocytes 
bruns infiltrés dans les muscles squelettiques de certaines souris 257. 
L’origine des précurseurs des adipocytes n’est pas claire. Chez l’embryon, l’apparition 
d’adipocytes est concomitante à l’apparition du système vasculaire, à partir du 3ème mois de 
vie intra-utérine, au niveau des organes primitifs qui sont retrouvés à tous les endroits où peut 
se trouver du TA à l’âge adulte 258. Des études in vitro utilisant des cellules souches 
embryonnaires murines et confirmées in vivo ont montré qu’il existait plusieurs sous-types de 
cellules souches mésenchymateuses, certaines dérivant du mésoderme et d’autres du 
neuroectoderme. En effet, des études ont montré que les CSM aussi bien que les adipocytes 
générés à partir de cellules souches embryonnaires traitées par de l’acide rétinoïque dérivaient 
du neuroectoderme/crête neurale plus que du mésoderme 211. De plus, de la même façon que 
d’autres cellules d’origine mésenchymateuses, telles que les chondrocytes et les ostéocytes, 
les adipocytes blancs ont une origine différente le long de l’axe antéro-postérieur : dans la 
région céphalique, ils proviennent de la crête neurale alors que dans le tronc ils dériveraient 
du mésoderme 259. Ces différences d’origine et de développement du TA pourraient expliquer 
les variations fonctionnelles qui existent entre les différents dépôts de TA blanc 260 et 
l’association plus spécifique de certains dépôts à des désordres métaboliques. Chez l’adulte, 
les CSM de la moelle osseuse ont un potentiel adipogénique ce qui pose l’hypothèse que le 
progéniteur adipocytaire pourrait aussi être un « colony-forming-unit fibroblast » mobilisé 
depuis la moelle osseuse dans la circulation sanguine et adressé au TA. En effet, certaines 
cellules sanguines circulantes pouvent exprimer une capacité de différenciation adipocytaire 
261. De plus, une étude réalisée chez des souris soumises à un régime gras a permis de montrer 
par l’utilisation d’approches de repopulation de cellules de la moelle osseuse par des cellules 
souches qui expriment une protéine fluorescente verte (GFP) que certains adipocytes des 
dépôts profonds pourraient être originaires de la moelle osseuse 262. Cependant, ces données 
restent discutables puisqu’au même moment, une autre équipe montrait que des cellules 
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progénitrices de la moelle osseuse ne différencient pas en adipocyte in vivo et donc ne 
participent pas à l’augmentation du nombre d’adipocytes qui a lieu lors de la croissance du 
TA 263.  
III.3.2. Composition cellulaire du tissu adipeux blanc 
Le TA présente une grande hétérogénéité cellulaire. Outre les adipocytes matures qui sont la 
composante cellulaire majeure, le TA renferme une fraction non-adipocytaire nommée la 
fraction stroma-vasculaire (FSV) (Figure 23). Ces deux fractions peuvent être séparées, après 
digestion à la collagénase et centrifugation, grâce à la différence de densité entre les 
adipocytes qui sont gorgés de lipides et remontent à la surface et les autres types cellulaires 
qui sédimentent. 
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Figure 23 : Composition cellulaire du TA. 
- L'adipocyte représente le type cellulaire majoritaire (Figure 23 A). C'est la cellule 
métaboliquement active du TA, il stocke l'énergie sous forme de TG (processus de 
lipogenèse) et la libère sous forme d'AG libres (processus de lipolyse) (cf. paragraphe 
III.2.2.a)). La capacité de stockage des adipocytes dans une vacuole lipidique unique entourée 
de protéines spécifiques (les périlipines) qui peut représenter 95% du volume cytoplasmique 
confère au TA une grande plasticité. Le diamètre d'un adipocyte gorgé de lipides peut varier 
de 15 à 150 µm voire plus chez des individus obèses. Dans ce cas, il s’agit d’hypertrophie 
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adipocytaire 264, 265. Lorsque la capacité de stockage des adipocytes est atteinte, ceci lors 
d'obésités massives, une augmentation du nombre d’adipocyte ou hyperplasie adipocytaire 264, 
265 résultant de la différenciation de précurseurs locaux ou recrutés a été suspectée à partir 
d’analyse quantitative d’adipocytes matures en fonction de leur taille (cf. paragraphe III.4.1). 
 
- Les cellules endothéliales – la vasculature (Figure 23 B). Le TA est un tissu 
extrêmement vascularisé, chaque adipocyte étant entouré par un ou plusieurs capillaires dont 
le réseau serait équivalent à celui du muscle squelettique 266. Les cellules endothéliales 
capillaires du TA sont caractérisées par les marqueurs CD34+/CD31+ et leur pourcentage au 
sein de la FSV reste constant avec l'augmentation de l'IMC suggérant que la croissance de la 
masse grasse est associée à une néovascularisation 267. Cette dépendance du TA vis-à-vis de 
son réseau vasculaire a été confirmée par l'utilisation de facteurs anti-angiogéniques dans des 
modèles de souris obèses qui ont limité le développement de la masse grasse 268, 269. 
L’induction, de manière spécifique, de l'apoptose des cellules endothéliales du TA a provoqué 
la réversion de l'obésité chez la souris 270. Ainsi, le réseau vasculaire joue un rôle déterminant 
dans la croissance mais également dans le maintien de la masse grasse. Les mécanismes 
impliqués dans l’extension du réseau vasculaire lors du développement du TA ne sont pas 
connus. Cependant, les adipocytes sécrètent de nombreux facteurs angiogéniques, comme 
nous l’avons vu plus haut (cf. paragraphe III.2.2.b)) 271, dont la production est augmentée avec 
l’obésité 272. Bien que de récents travaux ont montré que l'expansion du réseau capillaire au 
cours d'une obésité induite chez la souris était due à une angiogenèse (formation de vaisseaux 
sanguins à partir de vaisseaux préexistants) et non à une vasculogenèse (différenciation de 
cellules souches en cellules endothéliales) avec un recrutement des CSM de la moelle osseuse 
273, une utilisation locale des cellules souches/progénitrices présentes au sein du TA n'est pas 
à exclure lors de l’extension du réseau. Malgré sa forte vascularisation, le TA présente des 
zones locales d’hypoxie qui ont d’abord été montré chez la souris par l’utilisation du 
marqueur de l’hypoxie, le pimonidazole 274, et confirmé par la mesure de la pression partielle 
en oxygène dans le TA de souris 275 et dans le TA humain 276. Autant le TA de personnes 
normo-pondérées que celui de personnes obèses se trouve avoir des zones hypoxiques et cette 
situation augmente avec l’obésité (6.8 % vs 5.8 % d’O2, normo-pondéré vs obèse) 276. Cet état 
hypoxique du TA peut être la conséquence de la taille adipocytaire qui excède souvent 100 
µm qui est la limite de diffusion de l’oxygène mais aussi la conséquence d’une dysfonction 
endothéliale (Villaret A, 2009, en préparation). 
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- Les cellules immunitaires (Figure 23 C). La présence de macrophages au sein 
du TA a été suggérée il y a longtemps par les histologistes (Tedeschi. 1965. Pathological 
anatomy of adipose tissue) et cette observation a été reprise en 2003 dans le TA de l’homme 
et de la souris 277, 278. Des observations récentes suggèrent l’implication de cette population 
cellulaire dans l’installation d’un état pro-inflammatoire, au sein du TA, lors de son 
développement excessif ainsi qu’un rôle de ces cellules dans l’installation de l’état 
d’insulinorésistance associée à l’obésité. Leur proportion et leur phénotype varient lors de la 
mise en place de l’obésité. En effet, il y a une accumulation de macrophages dans le TA 
humain et murin, à la fois due à une infiltration de monocytes circulants 279 et/ou à une 
prolifération locale de macrophages résidents 280. Chez l’homme, le nombre de macrophages 
présents dans le TA est positivement corrélé avec l’IMC 280, 281. Les macrophages du TA sont 
hétérogènes concernant leur phénotype. Des études chez la souris soumise à un régime gras 
ont montré que les macrophages recrutés avaient un phénotype plus inflammatoire (phénotype 
M1) que les macrophages résidents des souris non-obèses. D’autres investigations ont montré 
que les macrophages nouvellement infiltrés étaient préférentiellement recrutés autours des 
adipocytes nécrotiques alors que les macrophages résidents étaient plus interstitiels et de 
phénotype M2 282, 283. Les études de notre laboratoire ont montré que les macrophages du TA 
humain avaient un phénotype anti-inflammatoire mais étaient capable de sécréter des 
médiateurs pro-inflammatoires ce qui signifie que ces macrophages ne sont pas strictement 
polarisés M1 ou M2 280. Outre les macrophages, le TA renferme une autre population de 
cellules immunes, les lymphocytes. La présence de lymphocytes résidents dans le stroma de 
TA a d’abord été montrée par cytométrie de flux dans le TA de rongeurs 284 puis chez 
l’homme par analyses des marqueurs géniques et par immunohistochimie 285-287. Les travaux 
de notre équipe ont montré que le TA sous-cutané humain renferme majoritairement des 
lymphocytes T CD3+, avec une proportion équivalente de lymphocytes T CD4+ auxiliaires et 
CD8+ cytotoxiques, dont la quantité est positivement corrélée à l’IMC 288 et à la prise de poids 
chez la souris 289 contrairement aux lymphocytes T régulateurs 290. Les lymphocytes précèdent 
l’infiltration du TA par les macrophages 289 et tiennent un rôle dans l’initiation de 
l’inflammation du TA 291. Le rôle de ces cellules immunitaires, macrophages et lymphocytes, 
dans le TA, n’est pas encore clairement établi mais des évidences de plus en plus nombreuses 
laissent penser que ces cellules immunes tiendraient un rôle dans le développement de 
l’inflammation du TA associée à l’obésité et dans la genèse des pathologies associées à 
l’obésité et participeraient notamment au développement de l’insulinorésistance 292, 293. 
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- Les cellules souches/progénitrices (Figure 23 D). La présence de cellules 
progénitrices dans le TA a été suggérée dès que Bjorntorp a montré que la croissance du TA 
chez l’homme au cours de l’obésité est le résultat d’une hypertrophie adipocytaire 
(augmentation de la taille adipocytaire) suivie d’une hyperplasie adipocytaire (augmentation 
du nombre d’adipocyte) 265. L’adipocyte étant une cellule mature incapable de proliférer 294, 
295, l’augmentation du nombre d’adipocytes dans le TA de personnes obèses est expliquée par 
une différenciation de précurseurs adipocytaires ou préadipocytes présents dans la FSV. En 
effet, lorsque la FSV est mise en culture, les cellules immunes présentes dans le TA restent en 
suspension dans le milieu ou adhèrent peu alors que d’autres cellules adhèrent au plastique. 
Après des étapes de lavage pour éliminer toutes les cellules peu ou pas adhérentes, la mise en 
culture en conditions adipogéniques (facteurs favorisant la différenciation adipocytaire tels 
que l’insuline, la triiodothyronine, la transferrine, le cortisol et des agonistes de PPARγ) des 
cellules adhérentes conduit à la formation de cellules ayant toutes les caractéristiques 
d’adipocytes matures (expression de transcripts spécifiques, activités de lipogenèse et 
lipolyse, activités sécrétoires telle que la production de leptine) 296, 297. Outre leurs capacités 
adipogéniques, de nombreux laboratoires ont par la suite montré que les cellules de la FSV, 
selon les conditions de culture, peuvent acquérir les marqueurs de multiples types cellulaires 
80, 298. Ainsi, les cellules de la FSV ont des activités ostéogénique 299, chondrogénique 300, 
myogénique 80, 301, peuvent se différencier en cellules du lignage neuronal 302, 303, endothélial 
304, cardiaque 305, hépatocytaire 306, 307, et même en cellules produisant de l’insuline 308. C’est 
ainsi qu’elles sont appelées Adipose-derived stem/stromal/progenitor cells (ASCs). 
Afin d’isoler et de caractériser l’identité de la population de cellules progénitrices présentes 
dans la FSV, notre groupe a développé une technique d’isolement des différentes populations 
cellulaires de la FSV du TA humain qui se fonde sur l’utilisation de billes magnétiques 
couplées à des anticorps dirigés contre les marqueurs de surface: CD34 (marqueur des cellules 
souches hématopoïétiques et des cellules endothéliales capillaires), CD14 (marqueur des 
monocytes et macrophages), CD31 (marqueur des cellules endothéliales et des cellules de la 
lignée hématopoïétique) et CD3 (marqueur des lymphocytes T) (Figure 24).  
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Figure 24 : Isolement des différents types cellulaires du tissu adipeux humain. 
Nous avons ainsi pu montrer que les cellules positives pour le marqueur CD34 et négatives 
pour le marqueur CD31 (CD34+/CD31-) sont la seule population cellulaire présente dans la 
FSV capable de présenter une différenciation adipocytaire en condition adipogénique 309. 
Malgré l’expression du marqueur CD34, normalement exprimé par les CSH, les cellules 
CD34+/CD31- humaines ne sont pas dotées d’activité hématopoïétique en conditions de 
culture adaptées 309. Cependant, il a récemment été montré que certaines cellules CD45- de la 
FSV de TA humain, dans des conditions d’isolement et de culture différentes et spécifiques, 
pouvaient former in vitro des colonies hématopoïétiques 310 confirmant l’activité 
hématopoïétique des cellules du TA montrée par l’injection de cellules de la FSV de souris 
pouvant reconstituer l’hématopoïèse de souris létalement irradiées 311. En plus des capacités 
adipogéniques, cette population cellulaire CD34+/CD31- possède, en milieu de culture 
endothélial, la capacité d’exprimer des marqueurs endothéliaux et de s’organiser en structures 
semblables à des capillaires. Elle est aussi capable de participer in vivo à la revascularisation 
d’un membre de souris volontairement ischémié lorsqu’elles sont injectées 267. Ces résultats 
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indiquent que la fraction cellulaire CD34+/CD31- de la FSV du TA humain, n’ayant subi 
aucune phase de culture in vitro, présente des propriétés de cellules progénitrices capables de 
donner des cellules qui expriment les marqueurs phénotypiques des adipocytes et des cellules 
endothéliales. Cependant, il reste à déterminer si cette population cellulaire est une population 
de cellules souches multipotentes ou bien constituée d’un mélange de cellules progénitrices 
unipotentes par des approches d’analyse clonale. Ce type d’approche, a également été réalisé 
non pas à partir des cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- isolées mais sur des ASCs 
isolées à partir de TA de jeunes donneurs (de 1 mois à 7 ans) et conduit à l’isolement des 
« human Multipotent Adipose-Derived Stem (hMADS) cells ». En effet, ces cellules, en plus 
d’être une population de cellules immatures, à caryotype normal, avec une grande capacité 
d’auto-renouvellement in vitro, possèdent des capacités différenciation en de multiples 
lignages cellulaires de type mésenchymateux au niveau d’une seule cellule 301. Elles gardent 
tous leurs potentiels même après une intense expansion contrairement aux ASCs isolées à 
partir du TA adulte qui voient leurs capacités de différenciation changer en fonction du 
nombre de passage des cellules 312. Ces résultats d’analyse clonale retrouvés à partir des ASCs 
ont montré que plusieurs clones cellulaires pouvaient se différencier en différents lignages, 
suggérant que les ASCs seraient des cellules souches multipotentes et non pas un mélange de 
progéniteurs 313.  
De nombreux groupes ont étudié les marqueurs de surfaces des ASCs isolées à partir de TA 
humain mais aussi d’autres espèces. Le profil d’expression est relativement controversé et 
varie selon que l’on analyse des cellules natives ou cultivées mais aussi en fonction du 
nombre de passages et de l’adhérence au plastique 314, 315. Par exemple, la présence de 
l’antigène Stro-1, marqueur classique des CSM, est débattue sur les ASCs 80, 316. Les cellules 
fraîchement isolées CD34+/CD31- présentent un immunophénotype différent des CSM 
puisqu’elles n’expriment pas le marqueur CD105 propre aux CSM 309 et sont positives pour le 
marqueur CD34 qui n’est pas exprimé par les CSM. Toutefois, il est important de noter que la 
quantité de CSM dans la moelle osseuse étant très faible et que leur isolement nécessitant une 
étape d’expansion in vitro 52, aucune étude n’a, à notre connaissance, caractérisé les CSM 
fraîchement isolées. De plus, l’expression de nombreux marqueurs de surface est modulée par 
les conditions de culture et l’état de prolifération des cellules 317. En revanche, les ASCs, 
isolées par leur propriété d’adhérence au plastique, sont elles positives pour le marqueur 
mésenchymateux CD105 et négatives pour le marqueur hématopoïétique CD34. Néanmoins, 
après plus de deux passages en culture, les ASCs expriment les caractéristiques d’adhésion, 
les récepteurs, les enzymes de surface, les protéines de la matrice extracellulaire et du 
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cytosquelette qui sont associées au phénotype des CSM (Tableau 3). Malgré les différences 
dans les méthodes d’isolement et de culture, l’immunophénotype des ASCs cultivées est 
relativement constant entre les différents laboratoires.  
Tableau 3 : Immunophénotype des ASCs humaines. 
 Positives Négatives 
Molécules d’adhésion CD9, CD29, CD49d/e, CD54, CD105, 
CD166 
 
Récepteurs CD44, CD71  
Enzymes CD10, CD13, CD73, aldhéhyde 
déhydrogénase 
 
Molécules de la MEC CD90, CD146, collagène de type I et 
III, ostéopontine, ostéonectine 
 
Cytosquelette α-smooth muscle actin, vimentine  
Cellules hématopoïétiques  CD14, CD31, CD45 
Cascade du complément CD55, CD59  
Antigène d’histocompatibilité HLA-ABC HLA-DR 
Cellules souches CD34, ABCG2  
Cellules stromales CD29, CD44, CD73, CD90, CD166  
Péricytes NG2, CD140b  
D’après Gimble JM, 2007. 
De fait, l’expression des marqueurs de surface des ASCs ressemble à celui des CSM de la 
moelle osseuse et à celui des cellules satellites du muscle. Cependant, des analyses 
complémentaires des marqueurs de surface des cellules progénitrices du TA fraîchement 
isolées seraient nécessaires pour déterminer leur immunophénotype réel et ainsi comprendre 
le rôle joué par les conditions de culture dans l’expression ou la non-expression de marqueurs 
cellulaires. Chez la souris, les cellules progénitrices adipocytaires ont été identifiées dans la 
fraction cellulaire Lin−/CD29+/CD34+/Sca-1+/CD24+. Cette population cellulaire est la seule 
de la FSV du TA blanc murin à être capable, in vitro, de stocker des triglycérides et 
d’exprimer des marqueurs adipocytaires. De plus, lorsque des cellules de souris normales sont 
injectées à des souris lipodystrophiques A-ZIP, ces cellules sont en mesure de reconstituer des 
dépots de TA normaux mais aussi d’améliorer le diabète associé, démontrant leur 
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fonctionnalité in vivo 318. Une autre étude publiée au même moment montrait que Sca-1 était 
le biomarqueur des CSM présentant un potentiel à devenir des adipocytes matures 319. 
Il est à noter que certaines équipes suggèrent que les précurseurs adipocytaires pourraient être 
originaires d’une dédifférenciation des adipocytes matures 320. Cependant, peu de données 
sont en accord avec cette hypothèse et l’on peut supposer que cette dédifférenciation 
apparente des adipocytes pourrait être due à une contamination des adipocytes matures par 
des cellules progénitrices qui sont restées accrochées à leur membrane. 
Récemment, des cellules périvasculaires, principalement des péricytes, ont été identifiées 
comme étant les CSM des organes adultes, suggérant ainsi que les vaisseaux sanguins seraient 
une réserve de cellules progénitrices 87. Une étude chez la souris a montré que les précurseurs 
adipocytaires résidaient dans la vasculature du TA 321. Cette observation a été confirmée pour 
les cellules progénitrices du TA humain 322, 323. Cependant, bien que les ASCs cultivées et 
repiquées semblent exprimer les marqueurs des péricytes NG2, CD140b ou CD146, 
l’expression de ces marqueurs par les cellules progénitrices in vivo et fraîchement isolées reste 
à être montrée. La localisation des cellules progénitrices au sein du TA doit encore être 
confirmée par l’utilisation de marqueurs autres que ceux des péricytes et par de la 
microscopie en trois dimensions. 
III.4. Rôle potentiel des cellules souches dans le développement du 
tissu adipeux 
La croissance du TA nécessite la mise en place de nouveaux adipocytes mais aussi une 
extension du réseau vasculaire ce qui laisse penser que les cellules progénitrices, par leurs 
capacités adipogénique mais aussi angiogénique, pourraient jouer un rôle dans le 
développement du TA. 
III.4.1. Rôle potentiel dans la différenciation adipocytaire ou adipogenèse 
Modèles d’études. De nombreux modèles de culture cellulaire notamment des lignées 
cellulaires ont été utilisés pour étudier d’un point de vue moléculaire les différentes étapes de 
la différenciation adipocytaire 324. Les lignées cellulaires précurseurs des adipocytes se 
répartissent en deux classes majeures : les lignées préadipocytaires unipotentes et les lignées 
cellulaires fibroblastiques pluripotentes.  
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Les lignées préadipocytaires sont des cellules déjà déterminées qui permettent l’étude des 
évènements moléculaires responsables de la différenciation adipocytaire proprement dite, à 
savoir la conversion du préadipocyte en adipocyte. Les lignées préadipocytaires les plus 
utilisées sont les lignées murines 3T3-L1 et 3T3-F442A. Les lignées fibroblastiques 
pluripotentes (les cellules hMADS) sont des CSM. Ces cellules non déterminées constituent 
de bons modèles d’étude pour la compréhension des évènements précoces de la 
différenciation adipocytaire, notamment de l’étape d’engagement dans la voie adipocytaire 
301. Des cultures primaires de préadipocytes murins et humains ont aussi été utilisées pour 
étudier ce processus de différenciation adipocytaire. 
Il est cependant important de souligner que la majorité des études réalisées pour décrypter les 
différentes étapes impliquées dans l’adipogenèse ont été réalisées dans des lignées murines. 
L’existence de différences physiologiques entre les cultures primaires et les lignées de 
préadipocytes ainsi que les variations inter-espèces font que les mécanismes entrant en jeu 
dans l’adipogenèse, chez l’homme, restent encore à être clarifiés. 
 
Etapes de la différenciation adipocytaire. Les CSM deviennent des préadipocytes quand elles 
s’engagent dans le lignage adipeux et qu’elles ne sont plus capables de différencier en 
d’autres lignages mésenchymateux. Cette étape initiale de la différenciation adipocytaire est 
connue sous le terme de détermination. La seconde phase de l’adipogenèse est la 
différenciation terminale au cours de laquelle les préadipocytes acquièrent toutes les 
caractéristiques des adipocytes matures (Figure 25).  
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Figure 25 : Les étapes de la différenciation adipocytaire. 
In vitro, après une première étape de détermination des CSM vers le lignage adipocytaire, les 
adipoblastes prolifèrent jusqu’à confluence avant leur engagement vers la voie de 
différenciation adipocytaire proprement dite et deviennent alors des préadipocytes. La 
différenciation adipocytaire se caractérise par l’apparition successive de marqueurs précoces, 
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tardifs puis très tardifs. L’engagement des préadipocytes dans le processus s’accompagne par 
l’expression de marqueurs précoces tels que l’IGF-1 et par un remodelage du cytosquelette et 
de la MEC du préadipocytes. Dans la phase de maturation terminale, ces cellules acquièrent 
l’équipement nécessaire à la lipogenèse (récepteur à l’insuline, Glut4, aP2, FAS…) qui leur 
permet d’accumuler dans leur cytoplasme des gouttelettes lipidiques qui augmentent de taille 
et finissent par fusionner. Parallèlement, elles expriment les protéines impliquées dans la voie 
lipolytique. Enfin, se mettent en place les capacités de synthèse et de sécrétion des adipokines. 
Ainsi, au cours de l’adipogenèse, les cellules subissent à la fois des modifications 
morphologiques, enzymatiques et biochimiques. 
a) La détermination adipocytaire 
La détermination adipocytaire des précurseurs adipeux vers le lignage adipocytaire parait être 
contrôlée par de nombreuses voies de signalisation, notamment celle de delta fos B, de l’acide 
rétinoïque, de Wnt et Notch, des « Bone Morphogenic Protein » (BMPs) mais aussi 
Hedgehog. A faible concentration, l’acide rétinoïque favorise l’adipogenèse en inhibant la 
différenciation ostéogénique alors que le facteur delta fos B a une action opposée 325. 
L’activation de la voie de signalisation Wnt inhibe l’adipogenèse en bloquant l’induction de 
PPARγ et C/EBPα et induit la différenciation ostéogénique et myogénique 326. Quant à la voie 
de signalisation Notch, elle favorise l’engagement des CSMs dans le lignage ostéogénique et 
inhibe donc l’adipogenèse 327. Les BMPs de la superfamille de TGFβ jouent un rôle critique 
dans l’engagement des CSM dans le lignage adipocytaire. La protéine BMP-4 a été montré 
pour stimuler la différenciation des CSM en adipocyte 328 alors que BMP-2 et BMP-7 
induisent  la différenciation ostéogénique et inhibent l’adipogenèse des CSM et ce de façon 
concentration dépendante 329, 330. Enfin, la voie de signalisation Hedgehog auraient des 
propriétés anti-adipogéniques en inhibant les facteurs de transcription clé de la différenciation 
adipocytaire (C/EBPβ, PPARγ) et en augmentant l’expression de protéines anti-adipogéniques 
(Wnt) 331, 332. 
b) Contrôle transcriptionnel de la différenciation adipocytaire 
La différenciation terminale consiste en une cascade d’évènements transcriptionnels (Figure 
26). La première vague implique une induction transitoire de C/EBPβ (CCAAT/Enhancer 
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Binding Proteins) et δ qui induisent directement l’expression de C/EBPα et PPARγ 
(Peroxisome Proliferator Activated Receptor), régulateurs centraux de l’adipogenèse. 
 
Figure 26 : Progression des facteurs de transcription au cours de l’adipogènese dans les 
préadipocytes de la lignée 3T3-L1. 
PPARγ. PPARγ est un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires hormonaux qui 
régulent des fonctions cellulaires et métaboliques importantes. L’épissage alternatif du gène 
de PPARγ donne deux isoformes de la protéine, PPARγ1 et PPARγ2. Alors que PPARγ1 est 
exprimé de façon ubiquitaire, seul PPARγ2 est spécifique de l’adipocyte 333. Son expression 
est induite très précocement au cours de l’adipogenèse et constitue un régulateur majeur de ce 
processus. PPARγ est à la fois nécessaire et suffisant à l’adipogenèse 334. Une surexpression 
de PPARγ est suffisante pour induire une différenciation adipocytaire dans des fibroblastes de 
souris et soutenir le programme de différenciation adipogénique 250, 253. Aucun facteur n’a été 
découvert pour promouvoir l’adipogenèse en absence de PPARγ. De plus, la plupart des 
facteurs pro-adipogéniques semblent fonctionner en activant, au moins en partie, l’expression 
ou l’activité de PPARγ. Le ligand endogène de PPARγ reste inconnu, néanmoins plusieurs 
métabolites lipidiques, incluant les acides gras polyinsaturés et les eicosanoïdes, peuvent se 
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fixer à ce récepteur 335. Les thiazolidinediones (TZD), médicaments utilisés comme anti-
diabétiques, sont aussi des ligands de PPARγ. Après s’être lié à son ligand, PPARγ 
s’hétérodimérise au récepteur de l’acide 9-cis-rétinoïque (RXR) et ils vont reconnaitre 
spécifiquement des éléments de réponse PPRE (« PPAR Responsive Element ») situé dans les 
régions promotrices des gènes cibles de PPARγ. PPARγ induit l’expression d’un grand 
nombre de gènes impliqués dans le métabolisme lipidique parmi lesquels la LPL, l’ACC et 
aP2 334. PPARγ n’est pas seulement crucial pour l’adipogenèse mais il est aussi nécessaire au 
maintien du stade différencié de l’adipocyte 336. 
 
C/EBP. La famille des C/EBP comprend plusieurs membres codés, C/EBPα, C/EBPβ et 
C/EBPδ, par des gènes différents et exprimés dans l’adipocyte. L’expression de ces facteurs 
de transcription, inducteurs de l’adipogenèse, est soumise à une régulation temporelle très fine 
lors de la différenciation adipocytaire 337, 338. En effet, les sous-types C/EBPβ et C/EBPδ, 
induits par les activateurs de la voie de l’AMPc et par les glucocorticoïdes 337, 339, sont 
exprimés précocement par le préadipocyte et de façon transitoire. Ils jouent un rôle crucial 
dans le processus adipogénique en induisant l’expression du sous-type C/EBPα. De 
nombreuses études ont démontré un rôle majeur de C/EBPα dans la différenciation 
adipocytaire. Une surexpression de C/EBPα dans des cellules fibroblastiques murines permet 
l’induction de la différenciation adipoctaire 340. C/EBPα assure l’activation de nombreux 
gènes adipocytaire ainsi que sa propre transactivation afin de contribuer au maintien de l’état 
différencié 341. Induite en aval de PPARγ2, la protéine C/EBPα contrôle l’expression des 
gènes des protéines sécrétées (leptine, adiponectine…) mais aussi de la sensiblilté à l’insuline 
tels que GLUT4 et du récepteur à l’insuline 342 et prend le relais de C/EBPβ et C/EBPδ pour 
maintenir l’expression de PPARγ2 dans les adipocytes matures 343.  
PPARγ peut induire la différenciation adipocytaire en l’absence de C/EBPα tandis que 
C/EBPα n’est pas capable d’initier ce programme en l’absence de PPARγ. La différenciation 
adipocytaire serait ainsi contrôlée par l’action synergique de facteurs de transcription dominée 
par PPARγ. 
c) Facteurs pro et anti-adipogéniques 
Le processus d’adipogenèse que nous venons d’aborder est hautement contrôlé par de 
nombreux facteurs de nature très variée: hormones, cytokines, nutriments et molécules de 
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signalisation cellulaire. Les principaux facteurs connus sont présentés dans la Tableau 4 et 
classés selon leur effet pro- ou anti-adipogénique.  
Tableau 4 : Facteurs extracellulaires et molécules de signalisation régulant la différenciation 
adipocytaire. 
 Facteurs pro-adipogéniques Facteurs anti-adipogéniques 
Hormones Hormone de croissance, 
Prolactine, 
Insuline, 
T3, 
Glucocorticoïdes, 
Vitamine D (selon les modèles), 
Prostaglandines I2 et J2, 
Angiotensinogène (via la synthèse de 
prostaglandines) 
Déhydroépiandrostérone, 
Vitamine D (selon les modèles), 
Endothéline, 
Résistine, 
Prostaglandines F2α 
Leptine 
Cytokines et facteurs 
de croissance  
IGF1 (insulin-like growth factor 1), 
LIF (leukaemia inhibitory factor), 
FGF-10 (fibroblast growth factor-10), 
BMPs (Bone morphogenetic proteins), 
MCSF (macrophage colony stimulating 
factor), 
Adiponectine 
EGF (epidermal growth factor), 
PDGF (plateled-derived growth factor), 
TGF-α et β (transforming growth factor), 
bFGF (basic fibroblast growth factor), 
TNF-α (tumor necrosis factor α), 
Interleukine 1, 6 et 8, 
Interféron γ 
Nutriments Acides gras, 
glucose, 
acides aminés 
 
Molécules de 
signalisation  
AMPc, 
H202 (à faibles doses), 
Ras et Erk1 et 2 (à un stade précoce et 
transitoire), 
MAP Kinase p38, 
Phosphatidy-inositol 3-kinase, 
Protéine kinase B 
Protéine kinase C, MAP kinase Erk1 et 2 
(à un stade tardif), Kinase AMP-
dépendante (AMPK), c-Jun amino-
terminal kinases (JNK) 
Autres Voie NF-κB Pref 1, 
Wnt10b 
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III.4.2. Rôle potentiel dans l’angio/vasculogenèse 
Comme nous l’avons vu précédemment, le TA est un tissu très vascularisé dont le maintien et 
la croissance dépendent étroitement de son réseau vasculaire (cf. paragraphe III.3.2).  
 
Pendant longtemps, il a été accepté que l’extension du réseau vasculaire mature et fonctionnel 
chez l’adulte fût uniquement due à la prolifération et à la migration de cellules endothéliales 
matures à partir d’un vaisseau préexistant, processus appelé angiogenèse. A l’age adulte, elle 
est particulièrement importante et indispensable au cours de nombreux processus 
physiologiques tels que le cycle ovarien chez la femme et les processus physiologiques de 
réparation mais aussi dans les processus pathologiques, en particulier pour la croissance des 
tumeurs, le développement des métastases. Il existe deux différents mécanismes 
d’angiogenèse : l’angiogenèse par bourgeonnement et l’angiogenèse par intussusception. 
 
L’angiogenèse par bourgeonnement. Le mécanisme de l’angiogenèse par bourgeonnement 
est le mieux décrit (Figure 27). C’est processus finement régulé par une balance entre des 
facteurs pro- et antiangiogéniques qui impliquent des interactions entre les cellules 
endothéliales, leur membrane basale (MB) et les cellules périendothéliales, i.e. les cellules 
musculaires lisses ou les péricytes (pour revue 344). Brièvement, l’angiogenèse est initiée par 
l’activation des cellules endothéliales, le vaisseau existant subit une déstabilisation et une 
vasodilatation. Une hyperperméabilité vasculaire se développe via l’intervention du VEGF et 
d’une redistribution des molécules d’adhésion. La dégradation de la MB permet la libération 
de facteurs angiogéniques séquestrés dans la MEC (VEGF, bFGF, Ang-1), ce qui améliore la 
prolifération et la migration des cellules endothéliales. Une fois la structure tubulaire formée, 
le vaisseau subit une maturation qui implique la synthèse de nouveaux supports matriciels 
(MEC et MB) ainsi que le recrutement de cellules péri-endothéliales (péricytes) qui vont 
stabiliser le vaisseau néo-formé. 
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Figure 27 : Angiogenèse par bourgeonnement. 
L’angiogenèse par intussusception. Dans ce phénomène d’angiogenèse, les parois 
endothéliales du vaisseau préexistant se rapprochent et fusionnent, ce qui crée une séparation 
à l’intérieur de la lumière vasculaire pour diviser le vaisseau en deux et aboutir à la formation 
de deux vaisseaux de diamètre inférieur (pour revue 345) (Figure 28). Ce processus peut se 
découper en trois étapes : 1) les cotés opposés de la lumière vasculaire établissent une zone de 
contact ; 2) les jonctions des cellules endothéliales sont réorganisées pour permettre aux 
facteurs de croissance et aux cellules de pénétrer dans la lumière vasculaire ; 3) des péricytes 
et des myofibroblastes sont recrutés à la zone de contact, sécrètent du collagène et fournissent 
une MEC pour stabiliser les vaisseaux néo-formés. Ce processus d’angiogenèse permet 
l’augmentation du nombre de capillaires sans qu’il y soit associé une augmentation du 
nombre de cellules endothéliales. 
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Figure 28 : Angiogenèse par intussusception. 
L’extension du réseau vasculaire peut aussi être la conséquence d’une vasculogenèse qui se 
définit comme la différenciation de cellules précurseurs en cellules endothéliales et qui a été 
considérée comme participant exclusivement au développement vasculaire lors de 
l’embryogenèse. Cependant, ce dogme a été renversé lorsqu’il a été reporté que des cellules 
progénitrices hématopoïétiques CD34+ de la moelle osseuse pouvaient être mobilisées dans la 
circulation sanguine, chez l’adulte, et différencier ex vivo en cellules endothéliales 346, 347. Ces 
cellules nommées « cellules endothéliales progénitrices » (CEP), en conditions de culture 
adaptées, adoptent les caractéristiques des cellules endothéliales matures : elles s’organisent 
en réseaux, expriment certains marqueurs spécifiques tel que le vWF, incorporent les LDL 
acétylés et in vivo s’insèrent aux vaisseaux dans les sites d’ischémie. D’un point de vue 
phénotypique, les CEP expriment les marqueurs CD34, CD133 et VEGF-R2 348. Cependant, il 
semblerait que cette expression ne concerne que les CEP les plus immatures et que les CEP 
circulantes soient positives pour les marqueurs CD34 et VEGF-R2 mais perdent le marqueur 
CD133 et commencent à exprimer les marqueurs de surfaces des cellules endothéliales 
matures 349. Ces cellules représentent un faible pourcentage des cellules mononucléaires 
circulantes sanguines, chez un individu sain il y aurait 0,002 % de CEP dans le sang soit 
approximativement de 70 à 210 cellules/mL 348. Elles contribueraient à l’extension de 
l’endothélium vasculaire dans différentes situations post-natales comme par exemple dans le 
cas de la croissance du réseau vasculaire dans les tumeurs 350-352. Cependant des études 
récentes menées chez la souris et chez l’homme ont remis en cause l’existence des CEP 
originaires de la moelle osseuse 353, 354. En effet, ces travaux suggèrent que les cellules 
hématopoïétiques recrutées au niveau de sites angiogéniques en réponse à diverses cytokines, 
facteurs de croissance ou hormones, ne s’incorporent pas aux vaisseaux néo-formés mais 
favorisent la croissance des vaisseaux par les facteurs qu’elles sécrètent. 
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Le réseau vasculaire, chez l’adulte, résulte donc de l’intervention coordonnée des mécanismes 
de vasculogenèse et d’angiogenèse 
 
Il a clairement été démontré que le développement de la masse grasse qui a lieu avec la mise 
en place de l’obésité est associé et dépend d’une extension du réseau vasculaire. Cette 
augmentation de la vasculature peut être la conséquence d’une angiogenèse associée à une 
vasculogenèse. En effet, on ne peut pas exclure d’une part que le TA, via ses capacités 
sécrétoires, pourrait induire le recrutement de CEP et d’autre part, que les cellules 
progénitrices présentes au sein de la masse grasse pourraient intervenir dans l’extension du 
réseau vasculaire nécessaire à la croissance du TA. Les cellules progénitrices du TA 
pourraient donner de nouvelles cellules endothéliales grâce à leur capacité de différenciation 
endothéliale in vitro et in vivo 267 et ainsi elles participeraient à une vasculogenèse, mais 
également à la stabilisation les vaisseaux compte tenu de leur localisation 323 et ainsi stimuler 
la prolifération des cellules endothéliales du TA par leurs sécrétions de nombreux facteurs 
pro-angiogéniques 355, 356. 
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Comme nous venons de l’évoquer, le TA contient des cellules souches/progénitrices ayant de 
multiples potentiels de différenciation mais dont le phénotype ainsi que la localisation ne sont 
pas clairement définis. De plus, lors de la mise en place de l’obésité, le TA subit de nombreux 
changements (métaboliques, sécrétoires et modifications cellulaires (hypertrophie/hyperplasie 
adipocytaires et infiltration de cellules immunes)) qui pourraient influencer la « biologie » des 
cellules souches/progénitrices. L’objectif de mon travail de thèse a été de mieux 
caractériser les cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- du TA humain à l’état natif 
et de comprendre l’influence de leur microenvironnement et de l’état d’obésité sur leurs 
capacités de prolifération, de différenciation et de migration. Ces études ont ainsi permis 
de caractériser l’influence de la « niche adipeuse » sur la « biologie » des cellules 
souches/progénitrices natives du TA et leurs potentielles implications dans le 
développement du TA qui a lieu lors de la mise en place de l’obésité. 
 
Cette partie « résultats » va s’articuler autour de quatre questions. 
. 
1) Quels sont la localisation et le phénotype des cellules souches/progénitrices natives ? 
Dans une première partie, nous nous sommes intéressés à la localisation et à la caractérisation 
phénotypique des cellules souches/progénitrices natives et aux différences d’expression des 
marqueurs membranaires mentionnés dans la littérature. En effet, l’expression de certains 
marqueurs membranaires par les cellules souches/progénitrices du TA, notamment le 
marqueur CD34 et les marqueurs des péricytes, fait débat. Déterminer précisément le 
phénotype des cellules progénitrices natives du TA permettra de déterminer leur localisation 
et ainsi de voir in situ des cellules souches de type mésenchymateux dans leur 
microenvironnement. 
 
2) Quel est le rôle du microenvironnement sur l’activité de prolifération des cellules 
souches/progénitrices CD34+/CD31- ? 
Dans une deuxième partie, nous nous sommes focalisés sur l’activité de prolifération des 
cellules souches/progénitrices CD34+/CD31-. Sachant que la composition cellulaire ainsi que 
les sécrétions du TA changent avec l’état de l’obésité, l’objectif de ce travail a été d’étudier la 
prolifération des cellules CD34+/CD31- in situ ainsi que le contrôle de leur prolifération par 
les facteurs du microenvironnement dans lequel elles résident.  
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3) Quel est le rôle du microenvironnement sur les capacités de différenciation des 
cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- ? 
Dans une troisième partie, sachant que les cellules souches/progénitrices possèdent des 
capacités adipogéniques et angiogéniques, nous nous sommes axés sur le contrôle de 
l’engagement des cellules souches/progénitrices dans ces deux différentes voies. Dans un 
premier temps, l’effet de l’état de l’obésité sur l’engagement dans la voie adipocytaire a été 
étudié sur les cellules progénitrices fraîchement isolées. Puis, après mise au point d’une 
condition de culture permettant l’étude simultanée de leurs capacités adipogéniques et 
angiogéniques, les effets des sécrétions des partenaires cellulaires des cellules progénitrices 
(adipocytes, cellules endothéliales capillaires ou CECs et macrophages) sur leur activité de 
différenciation ont été étudiés in vitro. 
 
4) Quelle est le rôle du microenvironnement sur la migration/mobilisation des cellules 
souches/progénitrices CD34+/CD31- ? 
Dans la dernière partie de ce travail, la migration/mobilisation des cellules progénitrices a été 
étudiée. Le but de cette étude a été, dans un premier temps, d’évaluer le pouvoir 
chémoattractant des sécrétions des différentes populations cellulaires présentes dans le TA sur 
la migration des cellules souches/progénitrices in vitro, et dans un second temps, d’étudier la 
migration in vivo chez la souris et plus particulièrement les effets des modifications de l’axe 
SDF-1/CXCR4 via l’utilisation d’un antagoniste, l’AMD3100.  
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Résultats - Caractérisation immunophénotypique et génétique des cellules souches/progénitrices du TA et 
localisation dans la niche adipeuse 
 
 
- 96 - 
I. Caractérisation immunophénotypique et génétique des 
cellules souches/progénitrices du TA et localisation dans la niche 
adipeuse  
Alors que les cellules souches/stromales mésenchymateuses isolées à partir de la moelle 
osseuse ont été décrites pour la première fois en 1976 51, les cellules souches/progénitrices du 
TA ont elles été découvertes plus tardivement 80, 298. Du fait de cette récente découverte, le 
profil d’expression de marqueurs membranaires est relativement controversé et varie selon 
que l’on analyse des cellules natives ou cultivées mais aussi en fonction du nombre de 
passages et de l’adhérence au plastique 314, 315. De nombreuses études s’intéressent à la 
caractérisation phénotypique et à l’origine des cellules souches/progénitrices du TA. 
Cependant, un débat récurrent existe concernant leur identité à l’état natif ainsi que leur 
localisation tissulaire (périvasculaire et/ou stromale).  
Dans cette étude, nous nous proposons de clarifier le phénotype des cellules 
souches/progénitrices issues du TA humain par une analyse des marqueurs de surface sur les 
cellules natives mais aussi après mise en culture en se concentrant sur les marqueurs 
controversés notamment le marqueur CD34 et les marqueurs des péricytes. Parallèlement, 
grâce à l’immunophénotypage des cellules natives, la localisation tissulaire des cellules 
souches/progénitrices sera effectuée par des expériences d’immunohistochimie par 
fluorescence sur tissu entier et leur caractérisation moléculaire pour leur statut souche sera 
également étudiée. Enfin, un travail a été mené en parallèle chez la souris afin d’appréhender 
les différences interspécifiques éventuelles. 
I.1. Caractérisation des cellules souches/progénitrices du TA chez 
l’homme. 
Publication 1 : Human native adipose stem/progenitor cells are positive for the CD34 
antigen and are scattered in the stroma of subcutaneous adipose tissue. 
Marie Maumus, Julie-Anne Peyrafitte, Anne Bouloumié, Louis Casteilla, Coralie Sengenès 
and Philippe Bourin. En cours de préparation. 
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Résultats - Caractérisation immunophénotypique et génétique des cellules souches/progénitrices du TA et 
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Discussion : 
Cette étude a permis de clarifier le débat qui existe dans la littérature à propos de l’expression 
du marqueur membranaire CD34 par les cellules progénitrices du TA. Nous avons montré que 
les cellules progénitrices natives du TA capables de former les CFU-F et ayant les 
potentiels adipogéniques et ostéogéniques in vitro sont contenues dans la population 
CD34+ de la FSV. L’expression du marqueur CD34 par les cellules progénitrices disparaît 
proportionnellement à leur capacité proliférative in vitro, ce qui explique le fait que les études 
étudiant le phénotype des cellules progénitrices du TA en les isolant par leur propriété 
d’adhérence au plastique après des étapes d’amplification trouvent que les cellules sont 
négatives pour le marqueur CD34 80, 322, 357. De plus, l’amplification des cellules progénitrices 
in vitro fait apparaître les marqueurs des cellules mésenchymateuses CD13, CD29, CD73 et 
CD90. Les cellules progénitrices CD34+ du TA, cultivées dans les mêmes conditions 
d’obtention des CSM de la moelle osseuse, acquièrent un phénotype mésenchymateux et 
possèdent les mêmes capacités.  
La mise en évidence de l’expression spécifique du marqueur CD34 par les cellules 
souches/progénitrices natives du TA a permis d’utiliser ce marqueur comme outil pour isoler 
et étudier ces cellules sans les mettre en culture mais aussi pour pouvoir les localiser dans leur 
microenvironnent. In situ, des expériences d’immunohistochimie sur TA entier ont 
permis de définir que la localisation majoritaire des cellules progénitrices est une 
localisation stromale, entre les adipocytes, et qu’une faible proportion se localise le long 
des vaisseaux sanguins, comme déjà montré dans la littérature 323, 358. De plus, les cellules 
CD34+ perivasculaire du TA n’expriment pas les marqueurs classiques des péricytes CD140b 
et NG2. Les cellules progénitrices CD34+ et les péricytes contenus dans le TA, in vivo, 
seraient donc deux types cellulaires différents mais présenteraient des potentiels de 
différenciation identiques in vitro 88. 
Enfin, nous avons vu que le degré d’obésité pouvait moduler le nombre de cellules 
progénitrices présentes dans le TA ainsi que leur expression de certains marqueurs 
adipocytaires (GPDH et LPL) suggérant un engagement de certaines cellules progénitrices 
dans la voie adipocytaire pour créer de nouveaux adipocytes. Ces résultats mettent en 
évidence le rôle potentiel des cellules progénitrices, qui n’a jamais été montré in vivo, dans le 
développement du TA humain qui a lieu avec la mise en place de l’obésité. Par ailleurs, il 
semble important de prendre ces données en compte lors de l’utilisation en thérapie cellulaire 
des cellules progénitrices du TA isolées chez les patients excessivement obèses car ces 
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cellules déjà engagées dans la voie adipocytaire pourraient préférentiellement se différencier 
en adipocyte et créer des dépôts de TA à des endroits non voulus. 
I.2. Caractérisation des cellules souches/progénitrices chez la souris. 
La FSV du TA de souris, comme celle de l’homme, contient une population cellulaire 
issue du lignage hématopoïétique qui exprime le marqueur CD45 et une non-hématopoïétique 
négative pour le marqueur CD45 (Figure 29 A). Cependant, alors que chez l’homme la 
proportion de cellules immunes est d’environ 30% des cellules de la FSV, chez la souris cette 
population atteint 50%. Toutes les cellules positives pour le marqueur Sca-1, marqueur 
équivalent du CD34 chez l’homme, sont aussi positives pour le marqueur CD34. Toutefois, au 
sein des cellules Sca-1+/CD34+ existent 2 populations cellulaires : une exprimant le marqueur 
CD45 et l’autre négative pour ce marqueur (Figure 29 A).  
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Figure 29 : Caractérisation des populations cellulaires composants la FSV du TA de 
souris et identification des cellules progénitrices. 
Analyses de cytométrie en flux faites sur les cellules de la FSV du TA en utilisant les 
anticorps Sca-1-FITC, CD45-PerCP et CD34-PE (A). Les cellules de la FSV de TA sous-
cutané et viscéral ont été séparées grâce à des billes magnétiques couplées à des anticorps 
dirigés contre le marqueur Sca-1. Après séparation, les cellules Sca-1+ et Sca-1- ont été mises 
en culture et seules les cellules non-hématopoïétiques CD45- ont adhéré à la boite de culture. 
Après 10 jours dans un milieu permettant la différenciation adipocytaire (ECBM supplémenté 
de 2% de sérum de veau fœtal, d’insuline 66 nmol/L, de transferrine 10 µg/mL, de T3 1 
nmol/L et de cortisol 100 nmol/L), les cellules sont fixées, les TG sont marqués au Bodipy 
(vert) et les noyaux au Hoechst (bleu) (grossissement x200) (B). 
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Afin de déterminer la population cellulaire renfermant les cellules possédant les 
capacités adipogéniques, les cellules de la FSV du TA sous-cutané et du TA viscéral de souris 
ont été isolées puis triées à l’aide de billes magnétiques couplées à un anticorps dirigé contre 
le marqueur de surface Sca-1. Après sélection, les cellules Sca-1+ et Sca-1- ont été mises en 
culture. Seules les cellules non-hématopoïétiques CD45- ont adhéré à la boite de culture. 
Après 10 jours dans un milieu permettant la différenciation adipocytaire (ECBM supplémenté 
de 2 % de sérum de veau fœtal, d’insuline 66 nmol/L, de transferrine 10 µg/mL, de T3 1 
nmol/L et de cortisol 100 nmol/L), seules les cellules positives pour le marqueur Sca-1 sont 
marquées au Bodipy (marqueur des lipides neutres en vert) (Figure 29 B) aussi bien dans le 
TA sous-cutané que viscéral. Les cellules progénitrices du TA de souris sont donc 
contenues dans la fraction cellulaire Sca-1+/CD34+/CD45-. 
 
Comme pour l’homme, des expériences d’immunohistochimie sur TA entier de souris 
nous ont permis de localiser les cellules progénitrices au sein du TA de souris. Comme 
présenté sur la Figure 30 A, nous pouvons voir que le marquage Sca-1 (vert) marque à la fois 
des cellules isolées et des capillaires. La Figure 30 B montre que certaines cellules Sca-1+ 
isolées sont de petite taille et positives pour le marqueur CD45 (rouge). Ces cellules Sca-
1+/CD45+ correspondent donc aux leucocytes. Enfin, nous pouvons voir dans le stroma du 
TA, à proximité des capillaires positifs pour la lectine (vert), des cellules positives pour le 
marqueur Sca-1 (rouge) et n’exprimant pas la lectine, de plus grosse taille que les cellules 
Sca-1+/CD45+ et de forme fibroblastique qui correspondent aux cellules progénitrices (Figure 
30 C).  
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Figure 30 : Localisation des cellules progénitrices du TA de souris. 
Immunohistochimie sur TA sous-cutané de souris marqué avec (A) des anticorps anti-Sca-1 
(vert), (B) des anticorps anti-Sca-1 (vert) et anti-CD45 (rouge) et (C) avec des anticorps anti-
Sca-1 (rouge) et anti-lectine (vert). Les noyaux des cellules sont marqués au Dapi (bleu). 
Discussion : 
Ces résultats ont permis de définir que la population cellulaire Sca-1+/CD34+/CD45- de 
la FSV du TA de souris contenait les cellules précurseurs capables de se différencier en 
adipocyte in vitro. Ces données sont en accord avec des précédentes études réalisées chez la 
souris qui avaient pour but l’identification des progéniteurs adipocytaires in vivo 318, 319, 321. 
Dans ces travaux, les auteurs ont montré que les cellules positives pour le marqueur 
membranaire Sca-1 possédaient le potentiel adipogénique. Alors qu’il est difficile de 
déterminer, chez l’homme, si les CSM de la moelle osseuse sont identiques aux cellules 
progénitrices du TA notamment à cause des différences d’expression du marqueur CD34, les 
expériences d’identification des cellules progénitrices du TA chez la souris pourraient amener 
des éléments de réponse. En effet, les souris invalidées pour le gène Sca-1 ont un défaut 
d’ostéogenèse et d’adipogenèse 359 et les CSM de souris expriment le marqueur Sca-1 57. 
Cependant, nous ne savons pas si cette population cellulaire Sca-1+/CD34+/CD45- est capable 
de se différencier in vivo. En effet, il a été montré que seule la faible sous-population 
exprimant le marqueur CD24 présente dans la fraction Sca-1+/CD34+/CD45- (0,08 % des 
cellules de la FSV) était capable de se différencier in vivo en adipocytes fonctionnels 318. 
Néanmoins, si seulement 0,08 % des cellules de la FSV sont capables de se différencier en 
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adipocytes in vivo, quel est le rôle physiologique de toutes les cellules différenciant en 
adipocytes in vitro, au sein du TA ? Sont-elles simplement des cellules de soutien in vivo ? 
Comme dans le TA humain, les cellules progénitrices Sca-1+/CD34+/CD45- ont à la fois une 
localisation périvasculaire et stromale. Ces données diffèrent avec les résultats retrouvés dans 
la littérature qui ont identifié les précurseurs adipocytaires avaient seulement une localisation 
périvasculaire 321. Si les précurseurs adipocytaires ont réellement une seule localisation 
tissulaire le long des capillaires, une question subsiste ; quelle est cette population de cellules 
qui exprime les mêmes marqueurs mais qui se trouve entre les adipocytes ? 
Mise à part la différence d’expression du marqueur Sca-1 entre l’homme et la souris, nous 
avons montré que les cellules progénitrices humaines et murines étaient contenues dans la 
fraction cellulaire CD34+/CD45- de la FSV et étaient localisées au sein du TA 
majoritairement entre les adipocytes. 
Comme nous le verrons par la suite, ces expériences nous ont permis de valider les données 
obtenues chez l’homme dans le modèle murin et ce pour une utilisation ultérieure concernant 
la mobilisation des cellules souches/progénitrices du TA. 
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II. Effet du microenvironnement sur la prolifération des 
cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- du TA humain. 
Le microenvironnement dans lequel résident les cellules souches adultes joue un rôle essentiel 
dans le contrôle de leur prolifération et leur auto-renouvellement. Ce contrôle étroit de leur 
prolifération est indispensable non seulement au maintien du stock de cellules souches 
pouvant se différencier, dès que nécessaire, en cellules matures, mais aussi pour empêcher un 
échappement du système qui pourrait conduire à un processus de cancérisation. Les cellules 
souches/progénitrices CD34+/CD31- du TA sont capables de proliférer in vitro avec un temps 
de doublement de population de 33 heures 267. Cependant aucune évidence n’existe quant à 
leur capacité de prolifération in vivo et les facteurs potentiellement impliqués dans le contrôle 
de leur auto-renouvellement restent à définir. 
Le but de cette étude a été d’évaluer le statut prolifératif des cellules souches/progénitrices 
CD34+/CD31- du TA sous-cutané humain et de déterminer les facteurs pouvant moduler 
l’auto-renouvellement du stock local de cellules CD34+/CD31-. Des études in vitro ont été 
entreprises sur les cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- fraîchement isolées pour 
analyser les effets du microenvironnement dans lequel elles résident et en particulier les effets 
des sécrétions des adipocytes, des CECs et des macrophages mais aussi les effets d’une 
atmosphère hypoxique. 
 
Publication 2 : Evidence of in situ proliferation of adult adipose tissue-derived 
progenitor cells: influence of fat mass microenvironment and growth. 
Maumus M, Sengenès C, Decaunes P, Zakaroff-Girard A, Bourlier V, Lafontan M, Galitzky 
J, Bouloumié A. J Clin Endocrinol Metab. 2008 Oct;93(10):4098-106. 
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Résultats complémentaires : 
De nombreuses études ont montré que l’obésité est souvent associée à un diabète de type 2 ce 
qui se traduit par une augmentation des concentrations plasmatiques d’insuline et de glucose 
qui peuvent agir au niveau du TA du fait de son riche réseau vasculaire. En effet, l’insuline et 
le glucose agissent au niveau de l’adipocyte en modulant la lipolyse et en servant de substrats 
à la synthèse des TG, respectivement. Nous avons donc évalué l’effet de concentrations 
élevées de glucose et d’insuline sur la prolifération des cellules CD34+/CD31-. Comme 
présenté dans la Figure 31 A, la concentration de 2 g/L de glucose augmente la prolifération 
de 1,63 ± 0,26 (p<0,05, n=6) fois, par rapport aux cellules cultivées en milieu contrôle 
(ECBM/0,1% BSA), normoglycémique (glucose à 1 g/L). Il est important de noter qu’il a été 
montré que de fortes concentrations de glucose pouvaient augmenter la synthèse d’ADN de 
cellules souches neurales embryonnaires de souris en bloquant ces cellules en phase S du 
cycle cellulaire 360. Or, notre étude démontre que lorsqu’on soumet les cellules progénitrices 
du TA à de fortes concentrations de glucose (2 g/L), l’incorporation de BrdU est augmentée. 
Toutefois à ce stade, nous ne savons pas si le nombre de cellules est réellement augmenté ou 
bien si comme dans l’étude de Fu et al. les cellules sont bloquées en phase S. Pour 
s’affranchir de ce problème, il faudra réaliser une analyse du cycle cellulaire par cytométrie 
en flux des cellules progénitrices CD34+/CD31- stimulées par le glucose afin de déterminer la 
phase du cycle cellulaire dans laquelle elles se situent. L’insuline ne présente aucun effet 
proliférant significatif à la concentration de 1 nmol/L (Figure 31 B), alors qu’une 
concentration de 100 nmol/L d’insuline entraîne une augmentation d’incorporation de BrdU 
de 1,67 ± 0,16 (p<0,05, n=6) fois par rapport au contrôle. Cependant à cette forte 
concentration d’insuline, l’insuline se lie à son récepteur mais aussi au récepteur de l’IGF-1 
(Insulin Growth Factor-1) qui est connu pour stimuler la prolifération des CSM 361. Ces 2 
paramètres, glucose et insuline, pourraient contrôler la prolifération des cellules 
CD34+/CD31- au sein du TA et notamment l’augmentation de la prolifération qui a lieu dans 
le TA de patients présentant une obésité sévère, état souvent associé à des concentrations 
plasmatiques de glucose et d’insuline plus élevées. 
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Figure 31 : Effet du glucose et de l’insuline sur la prolifération des cellules progénitrices 
CD34+/CD31-. 
Les cellules progénitrices CD34+/CD31- de la FSV du TA, ensemencées à faible densité 
(10000 cellules/cm2), sont mises en culture dans de l’ECBM/0,1% BSA en présence de 
glucose (2 g/L) (A) ou d’insuline (1 et 100 nmol/L) (B) pendant 48h. Après ces 48h, du BrdU 
est rajouté au milieu de culture pendant 6h. La prolifération est exprimée en pourcentage du 
contrôle (cellules cultivées en milieu basal (ECBM/0,1% BSA)) (*p<0,05, n = 5 à 7). 
Discussion : 
L’ensemble de ce travail a permis de montrer pour la première fois que les cellules 
souches/progénitrices CD34+/CD31- exprimaient des marqueurs de prolifération in situ 
et dont l’expression augmente chez des patients obèses. De plus, des expériences in vitro 
nous ont permis de montrer que la prolifération des cellules souches/progénitrices du TA était 
contrôlée par le microenvironnement dans lequel elles résident et plus particulièrement par 
des facteurs solubles originaires des cellules adjacentes aux cellules CD34+/CD31- 
(adipocytes, CECs et macrophages) mais aussi par une atmosphère hypoxique. 
La croissance de la masse grasse chez l’homme est associée à deux changements majeurs 
dans la population adipocytaire : un accroissement de la taille d’une part et du nombre d’autre 
part 265. Dans cette étude dont les patients ont un IMC allant de 20 à 55 kg/m², le 
développement progressif du TA est caractérisé par une hypertrophie adipocytaire ce qui se 
traduit par une augmentation de la proportion des gros adipocytes et une diminution des petits 
adipocytes chez les patients normo-pondérés et en surpoids. L’augmentation du degré 
d’obésité chez les patients obèses (IMC>30 kg/m²) est associée à une hyperplasie adipocytaire 
qui se définit par une augmentation du nombre des petits adipocytes qui sont probablement 
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issus de la différenciation des cellules progénitrices alors que la fraction des grands 
adipocytes reste constante. Ces résultats sont en accord avec de précédentes études basées sur 
la quantification des seuls adipocytes matures, qui ont suggéré que l’hyperplasie adipocytaire 
suivait l’hypertrophie lors de la prise de poids 264, 265. Par la datation au carbone 14 incorporé 
à l’ADN génomique lors des tests des bombes nucléaires de 1955 à 1963, de récents travaux 
ont montré que le nombre d’adipocytes s’installe pendant l’enfance et l’adolescence, reste 
constant chez l’adulte normo-pondéré et obèse de poids constant et se renouvelle de 10 % par 
an 362. Cependant les patients de cette cohorte sont en stabilisation pondérale alors que dans 
notre étude le TA est obtenu à partir de patients ayant subi de la chirurgie plastique et qui ont 
probablement pris du poids à l’âge adulte. Il ne peut donc pas être exclu que les personnes qui 
prennent progressivement du poids à l’âge adulte augmentent, dans un premier temps, leur 
taille adipocytaire puis une fois la taille adipocytaire maximale atteinte, dans un second 
temps, recrutent de nouvelles cellules adipeuses à partir de cellules précurseurs engagées 
(préadipocytes) ou de cellules de types mésenchymateux. L’utilisation du marqueur de 
prolifération Ki-67 a permis de montrer que la prolifération basale observée chez les 
patients normo-pondérés et en surpoids est augmentée chez les patients obèses 
parallèlement à l’augmentation de l’hyperplasie adipocytaire et de la mort cellulaire 
dans le TA. Nous pouvons donc spéculer que l’hyperplasie adipocytaire d’un côté et la mort 
cellulaire d’un autre induisent la prolifération des cellules CD34+ afin de maintenir un stock 
constant de cellules progénitrices capables de donner de nouveaux adipocytes à tout moment. 
En effet, il a récemment été montré que des souris soumises à un régime gras présentent une 
hyperplasie adipocytaire de leur TA sous-cutané 363. Des expériences d’injection de BrdU ont 
montré par ailleurs que la prolifération des cellules progénitrices du TA était augmentée dans 
ces conditions et que certains petits adipocytes étaient marqués au BrdU suggérant que les 
cellules progénitrices ayant proliféré se sont par la suite différencié en adipocytes 363.  
Les cellules souches adultes sont des cellules rares qui prolifèrent peu et sont le plus souvent 
en phase de quiescence (cf. introduction paragraphe I.1). L’importante proportion de cellules 
CD34+/CD31- en prolifération dans le TA laisserait ainsi penser que cette population est 
davantage une population de cellules progénitrices qu’une population de cellules dites 
souches. Des expériences d’injection de BrdU chez la souris ont permis de définir que les 
cellules souches quiescentes, retenant le marquage pendant une longue période, sont 
inférieures à 1 % des cellules de la FSV et qu’elles se localisent aussi bien entre les 
adipocytes que le long des vaisseaux 364. Des expériences complémentaires telles que 
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l’analyse du cycle cellulaire en cytométrie de flux seraient à envisager pour étudier l’état de 
quiescence des cellules CD34+/CD31- du TA humain et ainsi définir la population cellulaire la 
plus immature et sa localisation exacte au sein du TA.  
La présente étude montre que le TA humain contient, dans sa FSV, des cellules qui co-
expriment le marqueur CD34+ et le marqueur de prolifération Ki-67. Parmi toutes les cellules 
de la FSV, les CECs et les cellules progénitrices sont positives pour le marqueur CD34 267, 309, 
il n’est pas impossible d’exclure qu’une proportion de cellules CD34+ exprimant le Ki-67 soit 
des cellules endothéliales en prolifération participant à l’angiogenèse qui accompagne la 
croissance du TA lors de la mise en place de l’obésité 365, 366. En effet, des limitations 
technologiques ne nous ont pas permis de faire des triples marquages CD34/CD31/Ki-67. Des 
expériences complémentaires seraient donc nécessaires pour discriminer les cellules 
progénitrices en prolifération des CECs.  
Enfin, cette étude montre que les cellules progénitrices du TA prolifèrent en réponse des 
sécrétions des adipocytes et en particulier la leptine, l’IL-6 et le LPA, en réponse aux 
sécrétions des CECs et plus précisément le VEGF mais aussi lorsqu’elles sont soumises à une 
atmosphère hypoxique. Toutes ces sécrétions 367, 368 ainsi que l’état hypoxique du TA 276 sont 
augmentés avec l’obésité ce qui pourraient conduire à une hyper-prolifération des cellules 
progénitrices dont le nombre ne cesserait d’augmenter si elles n’étaient pas utilisées par 
l’organisme. Cependant, les expériences de cytométrie de flux nous ont permis de montrer 
que le nombre de cellules progénitrices CD34+/CD31- par gramme de tissu n’augmente pas de 
la même façon que leur prolifération, en effet leur nombre diminue dans le TA de patients 
obèses de classe II-III par rapport au TA de patients de classe I (publication 1) laissant penser 
que les cellules progénitrices sont utilisées chez les obèses classe II-III. 
L’ensemble de ce travail a montré pour la première fois que les cellules progénitrices du 
TA humain présentent une activité de prolifération in situ qui est modulée par la 
croissance du TA. Le microenvironnement dans lequel elles résident joue un rôle essentiel 
dans le contrôle de leur prolifération.  
Résultats - Effet du microenvironnement sur les potentialités de différenciation des cellules 
souches/progénitrices. 
 
 
- 108 - 
III. Effet du microenvironnement sur les potentialités de 
différenciation des cellules souches/progénitrices. 
Outre son implication dans le contrôle de la prolifération et de la quiescence, un des rôles de 
la niche des cellules souches est le contrôle de leur différenciation. Les cellules progénitrices 
CD34+/CD31- du TA sont capables, en milieu de culture adipogénique, de stocker des TG et 
d’avoir une activité lipolytique 309 et en milieu de culture endothélial, d’exprimer des 
marqueurs endothéliaux et de s’organiser en structures semblables à des capillaires 267. Ainsi, 
la population de cellules CD34+/CD31- peut être considérée comme un stock local de 
progéniteurs avec des activités adipogénique et angiogénique qui pourraient jouer un rôle 
dans la formation des adipocytes mais aussi des capillaires qui accompagne le développement 
de la masse grasse 271.  
III.1. Engagement dans la voie adipogénique. 
Dans la publication 1, nous avons montré que les niveaux de transcrits de la GPDH et de la 
LPL, marqueurs dont l’expression augmente au cours de l’adipogenèse, dans les cellules 
progénitrices CD34+/CD31- isolées à partir de TA de patients obèses de classe II-III (IMC>35 
kg/m²) étaient significativement plus importants que chez les patients obèses de classe I 
(30<IMC<35 kg/m²). En parallèle, le nombre de cellules progénitrices CD34+/CD31- par 
gramme de TA a été évalué et le nombre de cellules progénitrices diminuent dans le TA des 
patients obèses classe II-III par rapport aux classe I. Dans la publication 2, nous avons montré 
que la proportion des petits adipocytes était augmentée avec l’état d’obésité sans que celle des 
gros adipocytes ne soit changée. Prises collectivement, ces données indiquent que les 
cellules progénitrices CD34+/CD31- du TA pourraient s’engager dans la voie 
adipocytaire pour créer de nouveaux adipocytes lors de l’expansion excessive du TA 
chez les patients obèses de classe II-III. Cet engagement dans la voie adipogénique semble 
spécifique puisque lorsque l’on s’intéresse à l’expression des gènes impliqués dans la 
différenciation ostéogénique, les cellules progénitrices CD34+/CD31- natives, de patients 
classe I ou de classe II-III, n’expriment pas les facteurs de transcription impliqués dans la voie 
ostéogénique RunX2 et ostérix ni les protéines ostéoprotégérine et ostéocalcine (publication 
1). 
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III.2. Engagement dans la voie angiogénique. 
Nous venons de voir que, in situ, les cellules progénitrices CD34+/CD31- semblent s’engager 
dans la voie adipocytaire chez les patients obèses de classe II-III. Cependant, les cellules 
progénitrices CD34+/CD31- sont non seulement douées de potentiels adipogéniques mais 
aussi de potentiels angiogéniques. In vitro, dans des conditions de culture endothéliales, elles 
s’organisent en réseaux positif pour le marqueur endothélial CD31 et, in vivo, elles participent 
à la revascularisation d’un membre de souris volontairement ischémié lorsqu’elles sont 
injectées 267. Il est donc possible que les cellules CD34+/CD31- participent à l’extension du 
réseau vasculaire qui accompagne la croissance du TA qui a lieu au cours de l’obésité 271. 
Cependant, en l’absence de marqueur spécifique de l’engagement dans la voie endothéliale 
dans la littérature, nous ne pouvons pas évaluer l’engagement des cellules progénitrices 
CD34+/CD31- dans cette voie au cours de l’obésité comme nous avons pu le faire pour 
l’engagement adipocytaire en étudiant les transcrits spécifiques. En effet, au cours de la 
différenciation endothéliale à partir de cellules ES, les cellules immatures expriment très vite 
et de façon concomitante les marqueurs des cellules endothéliales matures tels que les 
marqueurs CD34, CD31, Von Willebrand factor (vWF), le récepteur au VEGF (VEGF-R2) ou 
VE-Cadherine (VE-CAD) 369. En sélectionnant les cellules progénitrices du TA sur 
l’expression du marqueur CD34 et l’absence d’expression du marqueur CD31, nous sommes 
dans l’impossibilité de voir les cellules progénitrices engagées dans la voie angiogénique qui 
expriment rapidement le marqueur CD31. De plus il est impossible de discriminer, dans la 
fraction CD31+ du TA, les cellules progénitrices en voie de différenciation des cellules 
endothéliales matures puisqu’elles expriment les mêmes marqueurs (CD34, CD31, vWF, 
VEGF-R2, VE-CAD).  
Par ailleurs, un milieu de culture (le milieu mixte) permettant la co-expression des potentiels 
adipogéniques et angiogéniques par les cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- a été mis 
en place au laboratoire 370. L’utilisation de ce milieu de culture a permis de tester l’effet des 
sécrétions des adipocytes, des CECs et des macrophages sur les potentiels adipogéniques et 
angiogéniques des cellules progénitrices. Après 8 jours de culture, les cellules CD34+/CD31- 
traitées avec les MC de macrophages (publication 4 en annexe), avec les MC d’adipocytes ou 
avec les MC de CECs (Figure 32) présentent une forte diminution du marquage des TG à 
l’huile rouge et donc du stockage des TG et une augmentation de la longueur du réseau positif 
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pour le marqueur endothélial CD31 par rapport aux cellules contrôle (Figure 32). Il 
semblerait donc que les sécrétions des macrophages, des adipocytes et des CECs 
possèdent des effets anti-adipogéniques et pro-angiogéniques sur les cellules 
progénitrices CD34+/CD31- dans ces conditions de culture. Notons que les effets anti-
proliférant des MC de macrophages et les effets proliférant des MC d’adipocytes et de CECs 
décrits dans la publication 2 sont masqués dans ces conditions de culture (Figure 32) du fait 
d’une prolifération de base très importante induite par le milieu de culture sélectionné.  
 
Figure 32 : Effet des milieux conditionnés (MC) des adipocytes et des CECs du TA sur 
l’adipogenèse et l’angiogenèse des progénitrices CD34+/CD31-. 
Les cellules CD34+/CD31- sont ensemencées à 120 000 cellules/cm² et cultivées en milieu 
contrôle (1:1 milieu mixé:ECBM/0,1% BSA), en MC d’adipocyte (1:1 milieu mixé:MC 
adipo) ou en MC de CECs (1:1 milieu mixé:MC CECs). Après 8 jours, les cellules sont fixées 
et marquées à l’huile rouge, au Hoechst (un colorant nucléaire) et avec un anticorps dirigé 
contre le CD31. Des photographies représentatives de 3 expériences indépendantes sont 
présentées (grossissement x200). 
Les MC des adipocytes et des CECs ont été analysés sur des membranes « array » permettant 
la détection simultanée de 79 protéines (Figure 33). Parmi les facteurs produits par 
l’adipocyte, outre les chemokines (Gro, Gro-α, CCL5, CCL13, CCL20), la leptine 371, 372 mais 
aussi le VEGF ont des effets angiogéniques qui pourraient être responsables de l’effet pro-
angiogénique et anti-adipogénique 373, 374 des MC d’adipocytes (Figure 33 A). Parmi les 
facteurs sécrétés par les CECs (Figure 33 B), le VEGF pourrait être responsable des effets 
pro-angiogéniques observés lors du traitement des cellules progénitrices par les MC des 
CECs. Cependant, les CECs sécrètent aussi de l’HGF dont l’effet angiogénique a non 
seulement été montré comme jouant une fonction centrale dans l’angiogenèse du TA 375 mais 
aussi comme ayant un effet additif à celui du VEGF 376. Notons aussi que ces 2 types 
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cellulaires sécrètent aussi de l’oncostatine M et du MCP-1 connus pour leurs effets 
angiogéniques 377, 378 et anti-adipogéniques 379. Les effets angiogéniques des MC 
d’adipocytes et de CECs semblent donc dus à l’action combinée de plusieurs facteurs 
sécrétés plutôt qu’à l’effet d’un facteur isolé.  
 
Figure 33 : Profil sécrétoire des adipocytes et des CECs. 
Photographies représentatives de membranes de cytokines array réalisées à partir d’un 
mélange de milieux conditionnés d’adipocytes (A) et de CECs (B). pos = contrôle positif ; 
neg = contrôle négatif 
Discussion : 
Pris collectivement, ces résultats suggèrent que les sécrétions des adipocytes, des 
CECs mais aussi des macrophages, dans nos conditions de culture, ont des effets anti-
adipogéniques et pro-angiogéniques sur les cellules progénitrices CD34+/CD31- du TA alors 
que, paradoxalement in situ, les cellules progénitrices semblent s’engager dans la voie 
adipocytaire chez les obèses de classe II-III. La majorité des sécrétions orienteraient donc les 
cellules progénitrices présentes dans le TA dans la voie angiogénique et non pas vers le 
lignage adipocytaire. L’ensemble des sécrétions des cellules présentes dans le 
microenvironnement dans lequel résident les cellules progénitrices ayant des effets pro-
angiogéniques, la question qui se pose à présent est de savoir quel est l’origine et la nature des 
facteurs impliqués dans l’engagement, observé in situ, des cellules progénitrices dans la voie 
adipogénique. Dans les derniers résultats présentés, nous avons pu voir que, dans nos 
conditions de culture, les sécrétions de facteurs du microenvironnement ne favorisent pas 
l’adipogenèse. Par conséquent, la piste d’une origine systémique des facteurs pro-
adipogéniques reste à envisager. En effet, les facteurs circulant tels que l’insuline, le glucose, 
le cortisol, les acides gras différents de ceux relargués par les adipocytes lors de la lipolyse 
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(agonistes naturels de PPARγ) sont connus d’une part pour être augmentés avec l’obésité et 
d’autres part pour avoir des effets pro-adipogéniques. Ces facteurs systémiques pourraient 
donc être impliqués dans l’engagement des cellules progénitrices que l’on observe in situ avec 
l’augmentation de marqueurs adipocytaires chez les patients présentant une obésité sévère. Il 
serait donc intéressant de tester l’effet de plasmas de patients obèses avec éventuellement des 
taux d’AG différents par rapport à des plasmas de patients normopondérés sur l’engagement 
des cellules progénitrices dans la voie adipogénique.  
Toutefois, il est possible que les effets observés des MC des adipocytes, des CECs et 
des macrophages soient les conséquences des conditions de culture très proliférantes du fait 
de la teneur en sérum (2 %) et en facteurs de croissance associées à une hétérogénéité de la 
population CD34+/CD31-. En effet, les cellules progénitrices triées par billes magnétique ne 
sont jamais totalement pures (pureté des cellules CD34+/CD31- = 92,9 ± 0,8 %) et peuvent 
être contaminées à la fois par des CECs composant les capillaires du TA et par des cellules 
endothéliales progénitrices circulantes 380.  
Les CECs contaminantes pourraient avoir un effet anti-adipogénique puisqu’il a récemment 
été montré que les CECs, via des contacts cellule-cellule et via leurs sécrétions, inhibent la 
différenciation adipocytaire des cellules progénitrices 381. Cependant, l’augmentation du 
réseau positif pour le marqueur CD31 pourrait être du à une contamination cellulaire des 
cellules progénitrices par des cellules progénitrices endothéliales circulantes. En effet, chez 
l’adulte, l’augmentation du réseau de capillaires peut être supportée par deux processus : par 
la migration et réplication de cellules endothéliales matures préexistantes (processus 
d’angiogenèse) et/ou par la différenciation endothéliale de cellules circulantes immatures (les 
cellules progénitrices endothéliales circulantes) provenant de la moelle osseuse (processus de 
vasculogenèse) 346. Ces cellules progénitrices circulantes se distinguent par l’expression des 
marqueurs CD34, CD133 et VEGFR2 348. Or la FSV du TA renferme une faible proportion de 
cellules CD133+ (<5%) 267 qui pourrait ne pas être des cellules résidentes au TA mais une 
contamination par des cellules sanguines et notamment par les cellules endothéliales 
progénitrices circulantes et ainsi être responsable de l’activité angiogénique des cellules 
CD34+/CD31- du TA. 
Encore beaucoup de questions restent en suspens concernant le réel potentiel de 
différenciation endothéliale des cellules progénitrices et auxquelles il est difficile de répondre 
par le manque de marqueurs spécifiques de l’engagement dans la voie de différenciation 
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endothéliale. Si les cellules progénitrices n’ont pas de vrai potentiel de différenciation 
endothéliale, elles ont cependant un réel pouvoir angiogénique par les facteurs qu’elles 
sécrètent 356, 382 comme on peut le voir avec leur participation à la revascularisation d’un 
membre ischémié de souris.  
Par ailleurs, il n’est pas connu si les cellules qui s’engagent dans la voie adipogénique 
et angiogénique ont besoin de proliférer avant de différencier. Concernant l’adipogenèse dans 
les lignées murines de préadipocytes (3T3-L1, 3T3-F442A), la première étape de la 
différenciation adipocytaire in vitro est l’arrêt de croissance lorsque les cellules sont arrivées à 
confluence et les cellules en prolifération n’accumulent pas de gouttelettes lipidiques dans 
leur cytoplasme, même en présence de stimulateurs hormonaux, jusqu’à ce qu’elles soient 
confluentes. Après l’induction de la différenciation, les cellules confluentes subissent une 
nouvelle série de division cellulaire, les mitoses post-confluence 383. Par contre, les 
préadipocytes humain issus de culture primaire différencient en adipocyte même en présence 
d’agents alkylant inhibant la mitose 384. Il est possible que les préadipocytes en culture 
primaire isolés à partir de TA humain aient déjà subis une expansion clonale in vivo 324, 385. 
L’effet de la prolifération sur la différenciation adipocytaire dans les modèles humains reste 
donc un large domaine d’investigation. 
En plus d’être très proliférant, le milieu mixte est aussi extrêmement adipogénique. Au bout 
de 10 jours de culture, nous arrivons quasiment à 100 % de différenciation. Il est donc 
difficile d’observer un effet pro-adipogénique se rajouter à l’adipogenèse de base. Dans le but 
de pouvoir observer une modulation de l’adipogenèse, la mise en place d’un milieu 
adipogénique minimum induisant une adipogenèse modérée est en cours de réalisation.  
Ces études révèlent toute la complexité des conditions expérimentales visant à mimer une 
situation physiologique. Est-il possible de créer les conditions environnementales intra 
tissulaires par des approches in vitro ? Faut-il songer à de nouvelles stratégies expérimentales 
pour étudier le rôle du microenvironnement sur la différenciation des cellules 
souches/progénitrices ? 
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IV. Effet du microenvironnement sur la migration des cellules 
souches/progénitrices. 
La mise en évidence d’un réservoir de cellules progénitrices dans le TA humain pose la 
question de leur origine. En effet, il peut s’agir soit d’une population cellulaire résidant dans 
le TA et capable d’auto-renouvellement (cf. paragraphe II), soit du résultat d’un recrutement 
sélectif de cellules circulantes par le TA. Il serait également possible que les cellules 
progénitrices résidentes du TA puissent être mobilisées pour aller coloniser d’autres organes. 
Le microenvironnement, par les sécrétions de facteurs solubles, régule la migration des 
cellules souches hématopoïétiques et mésenchymateuses 386, 387. Le but de cette étude a été, 
dans un premier temps, d’analyser in vitro les signaux provenant du microenvironnement sur 
la migration des cellules progénitrices CD34+/CD31- du TA, puis, dans un second temps, 
d’étudier le rôle de la migration des cellules progénitrices in vivo dans le développement de 
l’obésité. 
IV.1. Etudes in vitro. 
Publication 3 : Chemotaxis and differentiation of human adipose tissue CD34+/CD31- 
progenitor cells: role of stromal derived factor-1 released by adipose tissue capillary 
endothelial cells. 
Sengenès C, Miranville A, Maumus M, de Barros S, Busse R, Bouloumié A. Stem Cells. 2007 
Sep;25(9):2269-76. 
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Discussion : 
L’ensemble de ce travail a permis de montrer pour la première fois que les cellules 
endothéliales du TA, par leur production de facteurs solubles dont le facteur 
chémoattractant SDF-1, modulent la migration des cellules souches/progénitrices 
CD34+/CD31- du TA et leur activité angiogénique. Le couple SDF-1/CXCR4 pourrait donc 
jouer un rôle central dans le recrutement des cellules progénitrices et dans l’induction de leur 
différenciation en cellules endothéliales afin de participer à la néovascularisation qui 
accompagne la croissance du TA. Il est connu que le recrutement des cellules progénitrices 
CXCR4+ dans les tissus en régénération est médié par des gradients d’hypoxie qui induit 
l’expression de SDF-1 via HIF-1α 388. Dans le TA, l’expression dans les cellules progénitrices 
du récepteur au SDF-1, le CXCR4, corrélant positivement avec l’expression de HIF-1α dans 
les cellules endothéliales, il est tentant de spéculer que le recrutement des cellules 
CD34+/CD31- se fait au niveau des zones hypoxiques, qui ont été montrées dans le TA 
humain 276, pour supporter un processus angiogénique. Toutefois, les cellules CD34+/CD31- 
du TA pourraient aussi être mobilisée du TA vers d’autres sites d’ischémie pour une 
éventuelle réparation comme en sont capables les CSM pour contribuer à la réparation des 
lésions cérébrales 389, osseuses 390 ou cardiaques 391. Le SDF-1 existe sous plusieurs 
isoformes issues de l’épissage alternatif du gène CXCL12 : le SDF-1α, β, γ, δ, ε et φ 392. De 
façon intéressante, alors que l’analyse de l’expression des transcrits du SDF-1 n’a pas posé de 
problème, la mise en évidence de la production de SDF-1 par les cellules endothéliales du TA 
a été techniquement plus complexe et possible grâce à l’utilisation d’un seul kit de détection 
qui ne précisait pas l’isoforme du SDF-1. Cette observation laisse penser que le SDF-1 sécrété 
par le TA est une forme spécifique peu commune. Cependant des expériences 
supplémentaires sont à réaliser pour confirmer le rôle du couple dans SDF-1/CXCR4 in vivo 
et son implication dans le développement du TA. 
IV.2. Etudes in vivo. 
Nous venons de voir que les CECs du TA exerçaient, in vitro, un fort pouvoir chémoattractant 
sur les cellules progénitrices CD34+/CD31- du TA humain via la sécrétion de SDF-1. De plus, 
il a récemment été montré que le couple SDF-1/CXCR4 pourrait être impliqué dans 
l’infiltration des cellules immunes, notamment des lymphocytes T, qui est associée avec le 
développement du TA 285. Afin de confirmer ces observations faites in vitro et comprendre le 
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rôle de l’axe SDF-1/CXCR4 in vivo sur le développement du TA et sa composition cellulaire, 
des expériences d’injection chroniques d’un antagoniste au récepteur CXCR4, le composé 
AMD3100 393, ont été faites chez des souris. 
Des souris mâles C57Bl/6 de 6 semaines ont reçu des injections d’AMD3100 (AMD) à la 
dose de 2.5 mg/kg ou une solution saline (contrôle) en administration sous-cutanée, à raison 
de 3 fois par semaine pendant 2 semaines. Au sacrifice, le poids total des souris, celui de la 
masse maigre et de la masse grasse ont été déterminés. Le sang, la moelle osseuse et les TA 
sous-cutané et viscéral (TA périgonadique et TA périrénal) ont été prélevés afin d’en 
déterminer la composition cellulaire par cytométrie de flux. (Figure 34 pour protocole) 
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Figure 34 : Protocole de l’effet chronique de l’AMD3100 sur le poids des souris et la 
composition cellulaire du TA. 
Des souris males C57Bl/6 de 6 semaines ont reçu des injections d’AMD3100 ou de solution 
saline à raison de 3 fois par semaine pendant 2 semaines. Après 2 semaines de traitement, le 
poids des souris a été déterminé par pesée et la quantité de masse maigre et de masse grasse 
évaluée par résonnance magnétique. Au sacrifice, le sang, la moelle osseuse et le TA sous-
cutané et viscéral ont été prélevés et leurs compositions cellulaires en cellules progénitrices et 
immunes ont été évaluées par cytométrie en flux. 
IV.2.1. Effets de l’AMD3100 sur le poids corporel. 
Après 2 semaines d’injections répétées, les souris traitées à l’AMD3100 ont un poids total 
augmenté (24.4 g vs 25.3 g, contrôle vs traité, p<0.05, n=6, Figure 35 A) associé à une 
augmentation de leur masse grasse (Figure 35 C) sans modification de leur masse maigre 
(Figure 35 B). Prises collectivement, ces données montrent que des souris ayant subi un 
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traitement chronique à l’AMD3100 ont un contenu en masse grasse plus élevé que des souris 
contrôle. 
 
Figure 35 : Effets de l’AMD3100 sur le poids et la composition corporelle des souris. 
Après 2 semaines d’un traitement chronique à l’AMD3100, le poids des souris contrôle (CT) 
et traitées (AMD) âgées de 6 semaines au début du protocole (A) a été évalué par pesée. Le 
contenu en masse maigre (B) et en masse grasse (C) a été déterminé par résonance 
magnétique. *P<0,05, contrôle vs traité, n=6 dans chaque groupe. 
IV.2.2. Effets de l’AMD3100 sur la composition cellulaire du sang et de la 
moelle osseuse. 
Les souris traitées à l’AMD3100 ont un pourcentage de cellules Sca-1+ sanguines augmenté 
(Figure 36 A) ainsi que le pourcentage des cellules Sca-1+/CD34+ (Figure 36 B) et celui de la 
population CD45+ (Figure 36 C). Cette augmentation de cellules Sca-1+ et Sca-1+/CD34+ dans 
la circulation sanguine en réponse à une perturbation du couple SDF-1/CXCR4 suggère une 
mobilisation des cellules des cellules souches/progénitrices.  
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Figure 36 : Effets de l’AMD3100 sur la composition cellulaire sanguine. 
Après 2 semaines d’un traitement chronique à l’AMD3100, le sang des souris contrôle (CT) 
et traitées (AMD) a été prélevé au sacrifice. Le pourcentage de cellules Sca-1+ (A), des 
cellules Sca-1+/CD34+ (B) et CD45+ (C) a été déterminé par cytométrie en flux. *P<0,05, 
**P<0,01 contrôle vs traité, n=4 dans chaque groupe. 
L’étude de la composition cellulaire de la moelle osseuse a permis de confirmer la 
mobilisation des cellules souches/progénitrices depuis la moelle osseuse vers la circulation 
sanguine. En effet, le pourcentage de cellules Sca-1+ dans la moelle osseuse passe de 3.2 ± 0.2 
% chez les animaux contrôle à 1.7 ± 0.3 % chez les animaux traités à l’AMD3100 (p<0.05, 
Figure 37 A). En revanche, la quantité de cellules CD45+ ne varie pas (Figure 37 C). Comme 
attendu, l’augmentation concomitante du pourcentage de cellules souches/progénitrices dans 
le sang avec la diminution de la même population cellulaire dans la moelle osseuse montre 
qu’en réponse au traitement à l’AMD3100, les cellules souches/progénitrices de la moelle 
osseuse sont mobilisées dans la circulation sanguine. Cette mobilisation s’accompagne d’un 
changement morphologique de la moelle osseuse. En effet, comme le montre la Figure 37 D, 
la moelle osseuse des souris traitées contient plus d’adipocytes que la moelle osseuse des 
souris contrôle. 
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Figure 37 : Effets de l’AMD3100 sur la composition cellulaire de la moelle osseuse. 
Après 2 semaines d’un traitement chronique à l’AMD3100, la moelle osseuse des souris 
contrôle (CT et traitées (AMD) a été prélevé au sacrifice. Le pourcentage de cellules Sca-1+ 
(A), des cellules Sca-1+/CD34+ (B) et CD45+ (C) a été déterminé par cytométrie en flux. Les 
fémurs des souris ont été fixés et inclus en paraffine. Les coupes réalisées ont été colorées à 
l’hémalun-éosine. Des photographies représentatives de 4 expériences indépendantes sont 
présentées (grossissement x200) (D). *P<0,05, contrôle vs traité, n=4 dans chaque groupe. 
IV.2.3. Effets de l’AMD3100 sur la composition cellulaire du TA. 
Les souris traitées à l’AMD3100 ont le poids de leurs TA sous-cutané et viscéral 
significativement augmenté par rapport aux souris contrôle (Figure 38 A et B). Concernant 
l’effet de l’administration chronique d’AMD3100 sur la composition cellulaire du TA, 
l’AMD3100 induit une diminution significative de 10.5 % de cellules Sca-1+ dans le TA sous-
cutané (Figure 38 A, p<0.05, n=4) et parmi les cellules Sca-1+, c’est la population CD45- qui 
diminue (Figure 38 C). Le TA sous-cutané des souris traitées à l’AMD3100 contient une 
proportion de cellules immunitaires CD45+ plus importante que le TA des souris contrôle 
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(43.5 ± 0.5 % vs 61.6 ± 5.8 %, contrôle vs traité, p<0.05, n=4 dans chaque groupe) (Figure 38 
E). En revanche, le traitement chronique à l’AMD3100 n’a aucun effet sur la composition 
cellulaire du TA viscéral des souris (Figure 38 B, D et E) 
En conclusion, un traitement chronique à l’AMD3100 induit des changements de 
composition cellulaire de la FSV avec une diminution du contenu en cellules 
progénitrices et une augmentation des cellules immunes. De plus, ces changements sont 
observés uniquement dans le TA sous-cutané et suggèrent que la dynamique cellulaire 
n’est pas la même suivant la localisation anatomique du TA. 
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Figure 38 : Effets de l’AMD3100 sur la composition cellulaire du TA sous-cutané (SC) et 
viscéral (Vis). 
Après 2 semaines d’un traitement chronique à l’AMD3100, le TA sous-cutané (A, C, E et G) 
et viscéral (B, D, F et H) des souris contrôle (CT) et traitées (AMD) a été prélevé et pesé (A 
et B) au sacrifice. Après digestion à la collagénase, le pourcentage de cellules Sca-1+ (C et D), 
des cellules Sca-1+/CD34+/CD45- (E et F) et CD45+ (G et H) a été déterminé par cytométrie 
en flux. *P<0,05, **P<0,01 contrôle vs traité, n=4 dans chaque groupe. 
Discussion : 
Cette étude préliminaire a montré que l’AMD3100 en traitement chronique induit une 
mobilisation des cellules souches/progénitrices de la moelle osseuse comme lors de son 
utilisation classique en traitement aigu 394. Cette mobilisation est accompagnée d’une 
réorganisation morphologique de la moelle osseuse conduisant à une augmentation de son 
contenu en adipocytes. Parallèlement au changement de composition cellulaire du sang et de 
la moelle osseuse, les souris traitées à l’AMD3100 voient leur contenu en masse grasse 
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augmenté. Ce développement du TA s’accompagne, au sein de la FSV, d’une diminution de la 
proportion des cellules progénitrices dans le TA, identifiées Sca-1+/CD34+/CD45-, et d’une 
augmentation de la proportion des leucocytes. De façon surprenante, ces changements de 
proportions cellulaires touchent seulement le TA sous-cutané. L’ensemble de ces résultats 
suggère que le couple SDF-1/CXCR4 joue un rôle, in vivo, dans le développement du TA. De 
plus, il est tentant de spéculer que le TA sous-cutané, contrairement au TA viscéral, serait 
susceptible d’accomplir des échanges de cellules avec la moelle osseuse. Cependant, cette 
diminution de cellules progénitrices dans le TA sous-cutané des souris traitées à l’AMD3100 
pourrait aussi être la conséquence d’un engagement dans la voie adipocytaire ou d’une 
différenciation adipocytaire puisque ces souris voient leur poids augmenté. En effet, il a 
récemment été montré que des souris soumises à un régime gras présentaient une hyperplasie 
adipocytaire de leur TA sous-cutané et un hypertrophie adipocytaire du TA viscéral 363. 
Cependant, le manque de marqueur spécifique des cellules progénitrices du TA ne permet ni 
de définir l’origine des cellules mobilisées dans le sang, ni de déterminer si l’augmentation de 
cellules progénitrices sanguines est la conséquence d’une mobilisation des cellules de la 
moelle osseuse et/ou du TA, ni même de déterminer si les cellules circulantes peuvent se 
nicher dans le TA. L’analyse de la FSV du TA de souris C57Bl/6-Ly5.1 (CD45.1) irradiées 
puis réhabilitées avec des cellules C57Bl/6-Ly5.2 (CD45.2) en régime normo ou 
hyperlipidique, traitées ou non à l’AMD3100, pourrait permettre de mieux comprendre la 
dynamique des échanges de cellules immunes entre la moelle osseuse et le TA. Toutefois 
cette approche ne permet pas de répondre à la question du TA comme lieu de nichage des 
cellules souches circulantes ainsi que l’importance du couple SDF-1/CXCR4 dans le 
développement du TA puisque les cellules progénitrices du TA n’expriment pas le marqueur 
CD45. Par contre, l’utilisation de cellules isolées à partir de moelle osseuse de souris GFP 
réinjectées à des souris normales irradiées ou l’injection de cellules isolées à partir de souris 
CXCR4-/- à des souris CXCR4+/+ irradiées 395 apporteraient certainement quelques éléments 
de réponse. Cependant des résultats contradictoires quant à la mobilisation des cellules de la 
moelle osseuse vers le TA subsistent à ce jour pour que l’on puisse trancher 262, 263. 
Enfin, on peut espérer que la sortie des cellules progénitrices du TA vers la circulation va 
pouvoir être étudiée grâce à une technique de perfusion du TA in situ chez la souris grâce à 
une collaboration avec l’équipe de Pr Valet de l’unité INSERM U858. Cette technique qui 
isole le TA sous-cutané inguinal de la souris de la circulation sanguine, permet non seulement 
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de perfuser spécifiquement au TA un produit d’intérêt mais aussi, en réponse à ce produit, de 
récupérer des facteurs sécrétés par le TA ou des cellules mobilisées dans la circulation. 
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Ce travail de thèse avait pour but de mieux caractériser le phénotype des cellules 
souches/progénitrices CD34+/CD31- du TA humain à l’état natif et de définir leur localisation 
au sein du tissu ainsi que le rôle du microenvironnement dans lequel elles résident, dans le 
contrôle de leurs capacités de prolifération, de différenciation et de migration.  
 
Le TA est un organe complexe ayant un rôle important dans la gestion des stocks 
lipidiques mais aussi contenant en son sein une population importante de cellules souches 
et/ou progénitrices qui ont des capacités de différenciation nécessaires à la croissance du tissu 
dans le cas de la mise en place de l’obésité. Ces cellules expriment, à l’état natif, le marqueur 
CD34 ce qui a permis de les visualiser in situ et de déterminer leur localisation 
majoritairement stromale et peu périvasculaire. La croissance du TA qui a lieu lors de la mise 
en place et du développement de l’obésité a pour conséquence un changement du 
microenvironnement au sein même du tissu par des modifications métaboliques et sécrétoires 
mais aussi de populations cellulaires. Ces changements auraient comme effets d’augmenter 
l’activité de prolifération des cellules souches/progénitrices pour maintenir un stock constant 
de cellules que le tissu pourrait utiliser pour créer de nouveaux adipocytes chez les personnes 
présentant une obésité sévère et ainsi participer à la croissance du TA. 
 
Nous avons montré que les activités CFU-F, adipogéniques et ostéogéniques, dans le 
TA, étaient portées par la population cellulaire CD34+ qui exprime de nombreux marqueurs 
membranaires mésenchymateux de référence (CD13, CD29, CD73 et CD90). Ainsi, nous 
avons clarifié le phénotype de cette population cellulaire quant à l’expression du marqueur 
CD34 et des marqueurs des péricytes. En effet, ce travail de thèse montre qu’à l’état natif, les 
cellules souches/progénitrices du TA sont positives pour le marqueur CD34 et expriment peu 
ou pas les marqueurs des péricytes tels que CD140b, CD146, NG2 ou l’αSMA. En revanche, 
lorsque ces cellules sont mises en culture, elles perdent l’expression du CD34 et se mettent à 
exprimer des marqueurs des péricytes et ce d’autant plus qu’elles prolifèrent.  
Ces travaux confirment l’importance des conditions de culture sur la transformation 
phénotypique qui peut se produire in vitro.  
Au sein du TA, certaines cellules souches/progénitrices CD34+ se localisent le long des 
vaisseaux sanguins mais on les retrouve majoritairement localisées dans le stroma du TA i.e. 
entre les adipocytes. Le phénotypage des cellules souches/progénitrices du TA à l’état natif, 
qui ont des caractéristiques semblables aux CSM isolées à partir de la moelle osseuse, a été 
Conclusion – Perspectives 
- 127 - 
une étape essentielle dans l’étude des cellules souches/progénitrices de type mésenchymateux 
car elle a permis pour la première fois de voir et de localiser des CSM in vivo, ce qui n’avait 
jamais pu être fait au niveau de la moelle osseuse.  
Le nombre des cellules souches/progénitrices du TA évolue en fonction de l’état d’obésité et, 
de façon intéressante, les personnes présentant une obésité massive hyperplasique (IMC>35 
kg/m²) voient une diminution du nombre de ces cellules associée à une augmentation de leur 
expression en gènes de l’adipogenèse (GPDH et LPL) suggérant ainsi leur engagement dans 
la voie adipocytaire pour potentiellement supporter la formation de nouveaux adipocytes. 
Cette observation suggère pour la première fois chez l’homme, le rôle in vivo de ces cellules 
souches/progénitrices, dans le développement du TA. Les cellules souches/progénitrices 
isolées chez des patients obèses massifs pourraient donc préférentiellement se différencier en 
adipocytes, ce qui soulève la question de leur éventuelle utilisation comme outil en thérapie 
cellulaire chez ce type de patient. 
 
Nous avons également pu montrer que la fraction cellulaire CD34+/CD31- contient un 
pool de cellules souches/progénitrices supportant à la fois des potentialités adipogéniques et 
angiogéniques. Une condition de culture, bien que préliminaire, nous a permis d’étudier 
simultanément les capacités adipogéniques et angiogéniques de ces cellules ainsi que de 
montrer que les sécrétions des adipocytes, des cellules endothéliales et des macrophages 
semblent orienter les cellules souches/progénitrices dans la voie angiogénique. Cependant, la 
question essentielle que pose ces résultats est celle de déterminer si les cellules CD34+/CD31- 
constitue un mélange de cellules uni-, bi- ou multipotentes. En effet, plusieurs données 
suggèrent que cette population n’est pas homogène. Notons que, l’adipogenèse et 
l’angiogenèse n’atteignent jamais 100% des cellules. Cette observation, ajoutée à celle de 
l’expression hétérogène des marqueurs de surface d’une part et d’autre part, à la localisation 
tissulaire à la fois faiblement périvasculaire et majoritairement stromale, semble suggérer que 
les cellules CD34+/CD31- constituent une population hétérogène. Il est ainsi possible de 
spéculer que les cellules CD34+/CD31- selon leur localisation tissulaire présentent des 
potentialités différentes. Ainsi, une expérience d’analyse clonale associée à un tri cellulaire 
encore plus sélectif par l’utilisation d’un trieur de cellules (FACS) pourrait permettre de 
déterminer l’homogénéité ou l’hétérogénéité de cette population cellulaire. Cependant, ce 
type d’analyse nécessite une étape de prolifération in vitro qui, comme nous l’avons vu, 
modifie l’expression de certains marqueurs de surface et dont l’effet sur le devenir cellulaire 
est à définir puisque jusqu’à présent nos études ont été réalisées sur des cellules en culture 
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primaire. Notons que nos résultats préliminaires montrent que les cellules CD34+/CD31- 
perdent leur capacité angiogénique après le premier passage alors que leur potentiel 
adipogénique est maintenu (données personnelles). 
 
La présence, au sein du TA humain, de cellules aux potentiels semblables à ceux des 
cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse pose la question de leur origine ainsi 
que celle de leur mobilisation potentielle. En effet, cette population cellulaire pourrait être 
résidente et capable d’auto-renouvellement, comme nous avons pu le voir dans ce travail de 
thèse. Mais il est également possible de spéculer sur le fait que ces cellules sont le résultat 
d’un recrutement par le TA à partir de cellules circulantes issues de la moelle osseuse comme 
l’ont suggérés les travaux de Hong et al. 261. En effet, nous avons vu qu’en réponse aux 
sécrétions des cellules endothéliales du TA et notamment en réponse au SDF-1, les cellules 
souches/progénitrices sont capables de migrer. De plus, le TA sécrétant de nombreuses 
protéases telles que MMP-2 et -9 (publication 3) ou la cathepsine S 396 impliquées dans le 
remodelage matriciel qui a lieu au cours de la mise en place de l’obésité, pourraient aussi être 
impliquées dans la mobilisation des cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- puisque le 
rôle des MMP est connu dans la mobilisation des CSM 397. Par leurs capacités de migration, 
les cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- pourraient donc être recrutées dans le TA 
mais pourraient tout aussi bien être mobilisées vers des sites d’ischémie ou d’inflammation 
pour une éventuelle utilisation par l’organisme. Par ailleurs, du fait de la sécrétion de SDF-1 
par les plaques d’athéromes qui se forment au cours du phénomène d’athérosclérose 398, les 
cellules souches/progénitrices du TA pourraient être recrutées et participer, avec les 
macrophages spumeux, à la création ou à la croissance de la plaque. Bien que le potentiel 
migratoire des cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- a été montré in vitro, des 
expériences complémentaires in vivo sont indispensables afin de savoir si elles peuvent 
réellement entrer ou sortir du TA et sont en cours d’étude au laboratoire. 
 
 Dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés aux effets du 
microenvironnement sur la prolifération, la différenciation et la mobilisation des cellules 
CD34+/CD31-. Cependant, les cellules souches/progénitrices du TA sont, après les adipocytes, 
le type cellulaire le plus représenté au sein du TA, elles représentent entre 40 et 60 % des 
cellules de la fraction stroma-vasculaire et sécrètent de nombreux facteurs. Comme les CSM 
de la moelle osseuse, les cellules souches/progénitrices du TA possèdent des effets 
immunomodulateurs en étant capables de supprimer la prolifération de lymphocytes T 202. Le 
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TA renferme de nombreuses cellules immunitaires dont le nombre augmente avec l’obésité 
(Publication 4 et 5 en annexe) et malgré l’état d’inflammation de bas niveau qui s’installe 
chez le patient obèse, les macrophages du TA ne présentent paradoxalement pas de phénotype 
pro-inflammatoire mais un phénotype plutôt de type réparateur. Il est donc tentant de spéculer 
que les cellules souches/progénitrices, par leurs effets immunomodulateurs, puissent être 
responsables du phénotype des macrophages mais aussi des autres cellules immunes telles que 
les lymphocytes présentes dans le TA. Des expériences de co-culture de macrophages ou de 
lymphocytes avec des cellules souches/progénitrices du TA permettraient l’étude des effets 
immunomodulateurs. 
 
Comme nous le voyons, de nombreuses questions persistent encore concernant la nature des 
cellules souches/progénitrices du TA. Malgré les fortes similitudes qu’il existe entre les 
cellules souches/progénitrices du TA et les CSM de la moelle osseuse d’un point de vue 
morphologique, phénotypique, et par leurs capacités de différenciation in vitro ou leurs 
propriétés immunomodulatrices, des expériences comparatives à partir de cellules triées 
CD34+ de la moelle osseuse et du TA permettraient d’apporter dans un premier temps 
d’apporter des éléments de réponse. Il est intéressant de préciser que des expériences de 
transfert adoptif de cellules issues de la moelle osseuse de souris GFP (green fluorescent 
protein) dans des souris « normales » soumises à un régime riche en graisse afin de définir si 
les CSM de la moelle osseuse colonisent le TA et participe à sa croissance ont été réalisées. 
Ces données suggèrent qu’au cours du développement du TA qui a lieu avec l’obésité, les 
nouveaux adipocytes formés ne proviennent pas ou en très petit nombre de cellules issues de 
la moelle osseuse 262, 263. Ces résultats ne permettent pas de déterminer l’origine des cellules 
souches/progénitrices résidentes du TA mais il est tentant de spéculer que les cellules souches 
mésenchymateuses du TA et de la moelle osseuse soient des cellules identiques dont la 
domiciliation se fait dans des étapes précoces du développement. 
La présence de cellules souches/progénitrices en aussi grand nombre au sein du TA suggère 
leur importance dans le développement de ce tissu, cependant leur réel potentiel de 
différenciation in vivo ainsi que leur fonctionnalité reste un large domaine d’investigation. 
Sont-elles aussi nombreuses au sein du tissu dans le but de se différencier en adipocytes ? 
Leur nombre est-il aussi important à cause de l’environnement proliférant qui règne au sein 
du TA ou à cause d’une production de facteurs chimiottractants qui attirent des cellules 
souches de type mésenchymateux circulantes ? Afin de vérifier leurs réelles capacités de 
différenciation in vivo et leur participation au développement du TA, la stratégie 
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expérimentale idéale serait de faire exprimer spécifiquement aux cellules 
souches/progénitrices du TA une molécule fluorescente pour pouvoir suivre leur in vivo. 
Cependant, le manque de marqueur spécifique des cellules souches/progénitrices du TA ne 
permet pas d’envisager cette approche expérimentale pour le moment et constitue un véritable 
challenge et une perspective à ce travail de thèse.  
 
Pour conclure, nous pouvons dire que les cellules souches/progénitrices du TA humain 
expriment le marqueur CD34 à l’état natif et le perdent en culture en même temps qu’elles 
gagnent l’expression des marqueurs mésenchymateux de référence et péricytaires. De plus, au 
sein du TA, elles ont une localisation majoritairement stromale. 
Enfin, nous avons ainsi pu montrer que le TA fournit aux cellules souches/progénitrices qu’il 
contient, un support structural mais aussi des informations contrôlant leurs activités de 
prolifération, de migration et de différenciation et ainsi de caractériser la « niche adipeuse » 
des cellules souches/progénitrices natives du TA et son influence dans le développement du 
TA et nous proposons le schéma suivant (Figure 39).  
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Figure 39 : Rôle de la niche "adipeuse" sur la prolifération, différenciation et migration 
des cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- du TA.
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Publication 4 : Remodeling phenotype of human subcutaneous adipose tissue 
macrophages. 
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Publication 5 : Interplay Between Human Adipocytes and T Lymphocytes in Obesity. 
CCL20 as an Adipochemokine and T Lymphocytes as Lipogenic Modulators. 
Duffaut C, Zakaroff-Girard A, Bourlier V, Decaunes P, Maumus M, Chiotasso P, Sengenès C, 
Lafontan M, Galitzky J, Bouloumié A. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2009 Jul 30. 
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Autor : Marie Maumus 
Title : Characterization of human adipose-derived CD34+/CD31- stem/progenitor cells and 
influence of the microenvironment on their proliferation, differentiation and mobilization. 
 
Abstract: Adipose tissue (AT) contains stem/progenitor cells included in the CD34+/CD31- 
fraction which have adipogenic and angiogenic abilities. The aim of this work was to 
characterize human CD34+/CD31- cell phenotype and location within AT and to study the 
effect of the microenvironment on their proliferation, differentiation and mobilization 
capacities. 
The present work demonstrate that native AT stem/progenitor cells are positive for the CD34 
antigen that is inversely correlated to cell expansion in vitro whereas the expression of 
pericyte makers is induced by cell culture. The CD34+/CD31- cells are localized in AT stroma 
and nearby capillaries but rarely display a pericytic position. The CD34+/CD31- cells exhibit a 
proliferative activity in situ which is increased by the degree of obesity. Concerning the effect 
of microenvironment on CD34+/CD31- cell proliferation, adipocyte- and capillary endothelial 
cells (CECs)-conditioned media (CM), hypoxia, leptin, IL-6, LPA, and VEGF, all increase 
CD34+/CD31- cell proliferation in vitro. Macrophage-CM has an anti-proliferative effect that 
is suppressed by an antioxidant. During AT extensive development, the appearance of a 
population of small adipocytes, in situ, is associated with a decrease in CD34+/CD31- cell 
number and molecular profile modifications toward an adipogenic lineage suggesting a 
commitment of CD34+/CD31- cells toward an adipogenic phenotype. Conversely, adipocyte-, 
CECs- and macrophage-CM have an angiogenic activity on CD34+/CD31- cells in vitro. 
Finally, the migration and differentiation of CD34+/CD31- cells are modulated by CECs in 
vitro. SDF-1 secreted by CECs promote the chemotaxis and differentiation of CD34+/CD31- 
cells and thus might contribute to the formation of AT-vascular network during the 
development of AT. 
Taken together, these results characterize the influence of the “adipose niche” on the control 
of AT-stem/progenitor cell proliferation, differentiation and migration. 
 
Auteur : Marie Maumus 
Titre : Caractérisation des cellules souches/progénitrices CD34+/CD31- du tissu adipeux 
humain et influence du microenvironnement sur leur prolifération, migration et 
différenciation. 
Directeur de thèse : Dr Anne Bouloumié et Dr Coralie Sengenès 
Lieu et date de soutenance : Toulouse, le 30 octobre 2009 
 
Résumé : Le tissu adipeux (TA) contient une population de cellules souches/progénitrices 
contenues dans la fraction cellulaire CD34+/CD31- potentiellement capables de participer au 
renouvellement et à la croissance du TA. Le but de ce travail a été de déterminer la 
caractérisation phénotypique et génotypique de ces cellules à l’état natif ainsi que l’influence 
du microenvironnement et de l’état d’obésité sur leur nombre, leurs capacités de prolifération, 
de différenciation et de migration. 
Au sein du TA, les cellules CD34+/CD31- ont une localisation stromale et périvasculaire mais 
sont différentes des péricytes. Le développement excessif du TA est associé à une 
augmentation de l’expression de certains marqueurs adipogéniques par les cellules 
CD34+/CD31- et à une diminution de leur nombre. In situ, une fraction des cellules 
CD34+/CD31- est en phase de prolifération qui est augmentée chez les obèses et qui peut être 
régulée par les sécrétions des adipocytes matures, des cellules endothéliales capillaires 
(CECs), des macrophages, ainsi qu’un environnement hypoxique. De plus, les CECs sécrétent 
un facteur chimiotactique, le stromal derived factor-1, qui induit la migration des cellules 
CD34+/CD31- du TA via son récepteur, le CXCR-4. Enfin, concernant le contrôle de la 
différenciation des cellules CD34+/CD31- par le microenvironnement, nous avons montré, in 
vitro dans nos conditions de culture, que les sécrétions des adipocytes, des macrophages et 
des CECs ont des effets pro-angiogéniques et anti-adipogéniques.  
L’ensemble de ce travail a ainsi permis de caractériser l’influence de la « niche adipeuse » sur 
le contrôle de la prolifération, migration et différenciation des cellules CD34+/CD31- natives 
du TA. 
 
Mots clés : tissu adipeux, cellules souches, obésité, prolifération, migration 
Discipline : Pharmacologie 
Intitulé et adresse du laboratoire : Equipe 1 – Réseau vasculaire, cellules progénitrices et 
cellules immunitaires du tissu adipeux. INSERM U858/I2MR, Bat L4, Hôpital de Rangueil, 1  
avenue Jeau Poulhès, 31059 Toulouse. 
